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ABSTRAKT 
 V průmyslovém měřítku je významným producentem kyseliny hyaluronové rod 
Streptococci. Významným zástupcem této skupiny je Streptococcus equi subsp. 
zooepidemicus. Navýšení produkce lze ovlivnit především kultivačními podmínkami nebo 
genetickou úpravou Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Práce popisuje deleci genů 
covR a covS, které jsou zodpovědné za transkripční regulaci stresové odpovědi.  Podle Galeas 
a kol. [35] delece těchto genů u Streptococcus pyogenes vede k navýšení produkce kyseliny 
hyaluronové.  Jelikož S. pyogenes a S. equi subsp. zooepidemicus mají z 80 % shodné 
genomy, byl tento experiment proveden na tomto mikroorganismu. Pomocí mutageneze 
metodou alelické výměny byl připraven nový kmen SEZ ∆covRS. Následně byly prováděny 
kultivace v laboratorních fermentorech na bohatém Wheat E1 médiu. Nově připravený kmen 
SEZ ∆covRS vykazoval o 9 % větší výtěžky. Je tedy zřejmé, že regulační systém covRS hraje 
stejnou roli i u Streptococcus equi subsp. zooepidemicus a nepřímo reguluje biosyntézu 
kyseliny hyaluronové.  
 
ABSTRACT 
 The bacteria of genus Streptococci are among the most significant producers of hyaluronic 
acid in industrial scale. One of the typical representatives of that group is Streptococcus equi 
subsp. zooepidemicus. The production of hyaluronic acid in Streptococcus equi subsp. 
zooepidemicus is heavily influenced by cultivation conditions and by genetic alterations. The 
present work describes the deletion of genes covR and covS responsible for transcriptional 
regulation of stress response. According to Galeas a kol. [35]  the deletion of these genes in 
S. pyogenes led to the hyaluronic acid capsule increase. As the S. pyogenes and S. equi subsp. 
zooepidemicus share approx. 80 % of genome, it was assumed, that the deletion of genes covR 
and covS in Streptococcus equi subsp. zooepidemicus genome would lead to the higher 
hyaluronic acid production. The new strain SEZ ΔcovRS was obtained by allelic replacement 
mutagenesis. The cultivations performed in laboratory-scale fermenters in rich Wheat E1 
medium showed approx. 9% higher production over parental strain. Therefore, the covRS 
regulation system plays the same role in Streptococcus equi subsp. zooepidemicus and 
indirectly regulates the biosynthesis of hyaluronic acid. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
 Streptococci, produkce kyselina hyaluronové, mutageneze metodou alelické výměny, 
kultivace v bioreaktorech 
 
KEY WORD 
 Streptococci, hyaluronic acid production, allelic replacement mutagenesis, fermenter 
cultivation  
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1. ÚVOD 
 
 Kyselina hyaluronová je přirozeně se vyskytující polysacharid složený z opakujících se 
disacharidových jednotek z N-acetylglukosaminu a kyseliny D-glukuronové. Velikost 
molekuly určuje jeho biologické účinky. U savců se nachází v synoviální tekutině, kůži 
a v očním sklivci a je součástí pojivových, epitelárních a nervových tkání. Své uplatnění 
nachází v medicínském, kosmetickém ale i veterinárním průmyslu.  
 Významnou vlastností kyseliny hyaluronové je její biokompatibilita, která souvisí s jejím 
komerčním uplatněním. V součastné době se kyselina hyaluronová vyrábí mikrobiálně, a to 
kvůli ekonomice provozu a absenci rizika přítomnosti virů, prionů atd. Mezi nejvýznamnější 
producenty patří rod Streptococci. V podmínkách stále se zesilující konkurence jsou kladeny 
vysoké nároky na zvýšeni produkce kyseliny hyaluronové. Toho lze dosáhnout buď 
genetickými zásahy do genomu, nebo optimalizací kultivačních podmínek. 
 Tato práce se zabývá cílenou mutagenezí, kdy byl pomocí deleční kazety připravený nový 
kmen Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Deletovaným úsekem byly geny regulačního 
systému CovRS zodpovědného za stresovou odpověď a nepřímo ovlivňujícího syntézu 
kyseliny hyaluronové. Bylo prokázáno zvýšení produkce kyseliny hyaluronové při fermentaci 
mutantního kmene v laboratorních fermentorech. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1. Kyselina hyaluronová 
 Kyselina hyaluronová, také známá jako hyaluronan, je lineární polysacharid složený 
z opakujících se disacharidových jednotky β(1,4)-glukuronové kyseliny a β(1,3)-N-
acetylglukosaminu, které se formují do stabilní židličkové konformace (obrázek 1). Počet 
opakujících se disacharidů v molekule je přibližně 10 000, ale může dosahovat i 25 000.  
Kyselina hyaluronová má díky karboxylovým skupinám přirozeně záporný náboj. To 
umožňuje vázat velké množství vody, čímž vytváří vysoce viskózní gel, přítomný např. 
v kloubech.  
 
Obrázek 1: Základní disacharidová jednotka kyseliny hyaluronové, složená z kyseliny glukuronové 
a N-acetylglukosaminu. Převzato z [1] . 
 Tento polysacharid se nachází v mnoha tkáních obratlovců (mozek, pupeční šňůra, 
synoviální tekutina v kloubech, pokožka nebo např. nervová tkáň). V různých tkáních se 
nachází s různou koncentrací a různou molekulovou hmotností [2], která dosahuje od 5 000 
do 20 milionů Da podle typu tkáně. Odhaduje se, že v těle člověka se nachází přibližně 15 g 
hyaluronanu, z toho asi 50 % v pokožce [3]. 
 Kromě obratlovců se kyselina hyaluronová vyskytuje také v kapsuli některých 
mikrobiálních patogenů, kde slouží jako virulentní faktor. Mezi významné mikroorganismy 
tvořící kyselinu hyaluronovou patří Pasteurella multocida a streptokoky skupiny A a C, jako 
např. lidský patogen Streptococcus pyogenes a zvířecí patogeny S. equi, S. zooepidemicus 
a S. uberis.  Tyto bakterie využívají kyselinu hyaluronovou k enkapsulaci své buňky a tvoří 
tak dokonalou ochranu proti obrannému systému hostitele, která tak podporuje kolonizaci 
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bakteriálních buněk [4]. Vzhledem k tomu, že polymer v hostiteli je svým složením totožný 
s polymery patogenních bakterií, není spuštěna imunitní obrana.  
 Tím, že bakteriální kyselina hyaluronová vykazuje neimunogenní a nezánětlivé vlastnosti 
a prokazuje jedinečnou biokompatibilitu a unikátní viskoelastické vlastnosti, je vhodná pro 
biomedicínské aplikace jako jsou podávání léků, oční chirurgie, léčení osteoartritidy 
a tkáňové inženýrství. Své uplatnění nachází i v kosmetickém průmyslu, zejména pro své 
hydratační účinky a na výplně pokožky. Kyselina hyaluronová u obratlovců hraje rozhodující 
roli v několika nemocech - záněty, tvorba nádorů a jiné abnormální imunitní funkce [5]. 
 
2.2. Biosyntéza kyseliny hyaluronové ve streptokoku 
 Kyselina hyaluronová tvoří mukózní kapsuli kolem buňky. Ve streptokoku je produkována 
jako sekundární metabolit a její produkce je ovlivněna genetickými i nutričními faktory. Její 
syntéza může probíhat jak za aerobních, tak i anaerobních podmínek. Některé kmeny 
streptokoka ji dokonce mohou produkovat jen v určitém stádiu jejich životního cyklu. 
V pozdějších fázích může dokonce stejný organismus tvořit hyaluronidázu, která kyselinu 
hyaluronovou degraduje. Pro průmyslovou výrobu byl ovšem vybrán kmen, který nemá 
hyaluronidázovou aktivitu a zároveň není patogenní.    
 Syntéza kyseliny hyaluronové je jedinečný a vysoce kontrolovaný buněčný proces. Na 
rozdíl od většiny glykosaminoglykanů, které jsou vytvářeny v Golgiho aparátu, je kyselina 
hyaluronová syntetizována integrálními membránovými proteiny nazývaných hyaluronan 
syntáza. Při biosyntéze kyseliny hyaluronové u streptokoka probíhají dvě souběžné dráhy, kdy 
každá vede k tvorbě jednoho prekurzoru, tj. kyselina β(1,4)-glukuronová a β(1,3)-N-
acetylglukosamin. U Streptococcus equi sp. zooepidemicus je hyaluronan syntáza součástí has 
operonu, který kóduje další enzymy podílející se na biosyntéze aktivovaných cukrů [6]. Těmi 
jsou: hyaluronan syntáza (hasA), UDP-glukóza dehydrogenáza (hasB), UDP-glukóza 
pyrofosforyláza (hasC), glmU paralog mající dvojí funkci enzymu acetyltransferázy 
a pyrofosforylázy (hasD ), a pgi paralog pro fosfoglukoizomerázu (hasE) [7]. hasB a hasC 
jsou zapojeny do syntézy UDP-glukuronové kyseliny, zatímco hasD a hasE se podílejí na 
syntéze UDP-N-acetylglukosaminu. Metabolické dráhy biosyntézy kyseliny hyaluronové 
u Streptococcus equi subsp zooepidemicus jsou vyznačeny na obrázku 2. Ostatní kmeny 
streptokoka mají operony, které obsahují vedle hyaluronan syntázy, pouze geny hasB a hasC. 
Pochopení metabolických drah syntézy kyseliny hyaluronové má významnou roli 
v optimalizaci mikrobiální produkce, což umožňuje kontrolu délky polymerního řetězce 
a zvýšení výtěžků produktu. 
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Obrázek 2: Biochemické dráhy vedoucí k produkci kyseliny. Upraveno dle [8]. 
 První krok biosyntézy je fosforylace glukózy za účasti enzymu hexokinázy. Vzniká tak 
glukóza-6-fosfát. Ten se pak zapojuje do dvou syntetických drah, z nichž z každé vznikne 
jeden klíčový prekurzor, tzn. kyselina glukuronová nebo N-acetylglukosamin.  
 V prvním setu reakcí, který vede ke kyselině glukuronové, enzym α-fosfoglukomutáza 
(pgm) konvertuje glukózu-6-fosfát na glukózu-1-fosfát. Následně je fosfátová skupina 
z uridintrifosfátu UDP-glukózapyrofosforylázou (hasC) přenesena na glukózu-1-fosfát za 
vzniku UDP-glukózy. UDP-glukóza je oxidována UDP-glukózadehydrogenázou (hasB), čímž 
vznikne první prekurzor kyseliny hyaluronové UDP-glukuronová kyselina.  
 V druhé metabolické dráze je glukóza-6-fosfát fosfoglukoizomerázou (hasE) konvertována 
na fruktózu-6-fosfát. Na fruktózu-6-fosfát se pomocí amidotransferázy (glmS) připojí 
aminoskupina ze zbytku glutaminu. Vznikne glukosamin-6-fosfát, který je pak mutázou 
(glmM) přeměněn na glukosamin-1-fosfát. Ten je pak následně acetylován a fosforylován 
acetyltranesferázou a pyrofosforylázou (hasD), což vede k druhému prekurzoru UDP-N-
acetylglukosaminu.  
 Jakmile jsou oba prekurzory nasyntetizovány, hyaluronan syntáza (hasA) polymerizuje obě 
složky za vzniku polymeru kyseliny hyaluronové. K tomuto kroku dochází na plazmatické 
membráně a v koordinaci se syntézou se molekuly vytlačují do extracelulární matrix.  
 Biosyntéza kyseliny hyaluronové je pro bakterie energeticky náročný proces. Během něho 
vzniká i několik meziproduktů, které jsou také zapojeny do biosyntézy buněčné stěny, růstu 
buněk a tvorbě laktátu prostřednictvím glykolýzy [9]. 
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2.3. Hyaluronan syntáza 
 Hyaluronan syntáza (HAS syntáza) je enzym nezbytný pro polymerizaci dvou UDP-
cukerných prekurzorů kyseliny hyaluronové.  
 Hyaluronan syntáza byla identifikována ve streptokokách skupiny A i C, některých řasách, 
virech i obratlovců. Po analýze primární sekvence a předpokládané strukturní topologie 
enzymů bylo ukázáno, že všechny hyaluronan syntázy sdílejí mnoho společných znaků. Na 
základě podobností byly rozděleny do dvou skupin: HAS I a HAS II.  
2.3.1. Skupina HAS I 
 Naprostá většina hyaluronan syntáz patří do této skupiny. Byla například identifikována ve 
viru PBCV (Chlorella-like green algae virus), ve streptokokách skupiny A a C a také 
obratlovcích. Jejich klíčovými znaky jsou: 
1) Enzymy patřící do skupiny HAS I mají jedinou doménu z rodiny glykosyltransferáz 2 
a jsou podobné v primární sekvenci aminokyselin ve střední části proteinu. 
2) Tyto enzymy jsou asociovány s lipidovými molekulami. Předpokládá se, že toto 
spojení je nezbytné k tomu, aby syntetizovaná kyselina hyaluronová byla vytlačována 
ven z buňky. 
3) Enzymy skupiny HAS I přidávají UDP-cukry na rostoucí hyaluronový polymer 
z redukujícího konce rostoucího řetězce (někdy na neredukujícím konci u Xenopus 
leavis a viru řas) [10]. 
2.3.2. Skupina HAS II 
 Do této skupiny patří jediný organismus, a to Pasteurella multocida. Tento protein (známý 
jako pmHAS) má mnoho znaků, které ho odlišují od enzymů ze skupiny HAS I. 
1) pmHAS je přibližně dvakrát větší než enzymy skupiny HAS I [11]. 
2) pmHAS má dvě domény z rodiny glykosyltransferáz 2 [12]. 
3) pmHAS je periferní membránový protein, který není spojen s lipidovou dvojvrstvou 
ani proteinovými přenašeči. 
4) pmHAS se skládá ze dvou nezávislých katalytických domén, které jsou zodpovědné za 
přenos kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu [13]. 
5) pmHAS přidává UDP-cukry na rostoucí polymer kyseliny hyaluronové 
z neredukujícího konce. 
 Zkrácená forma pmHAS (pHAS1-703) se stala klíčovým bodem pro výrobu kyseliny 
hyaluronové in vitro, protože enzym již nemusí být vázán na membránu, aby mohla být 
syntetizována kyselina hyaluronová [11]. 
 
 Rozdíly v mechanismu produkce kyseliny hyaluronové mezi skupinou HAS 1 a HAS 2 
jsou znázorněny na obrázku 3. 
12 
 
 
Obrázek 3: Schematické znázornění fungování hyaluronan syntáz skupiny I a II v procesu biosyntézy 
kyseliny hyaluronové. 1. Hyaluronan syntázy skupiny I jsou integrální membránové proteiny, které 
katalyzují spojení UDP-cukrů do rostoucího řetězce kyseliny hyaluronové a může transportovat 
hydrofilní hyaluronový polymer přes buněčnou membránu eukaryotických buněk nebo 
grampozitivních bakterií. Lipidové molekuly (žluté elipsy) usnadňují aktivitu hyaluronan syntázy, 
a umožňují posun kyseliny hyaluronové. 2. Hyaluronan syntázy skupiny II jsou periferní proteiny, 
které také katalyzují elongaci. Tento enzym je hybridem dvou glykosyltransferáz, které přenáší UDP-
N-acetylglukosamin (GlcNAc-UDP) a UDP-glukuronovou kyselinu (GlcUA-UDP) na neredukující 
konec řetězce kyseliny hyaluronové. Je předpoklad, že tento protein může interagovat s jiným 
membránovým proteinem (fialový čtvereček), který by převáděl kyselinu hyaluronové přes membránu 
P. multocida. Modré a červené tečky znázorňují N-acetylglukosamin a kyselinu glukuronovou, 
oranžové trojúhelníčky UDP-složku cukrů. Převzato z [14]. 
 
2.4. Produkce kyseliny hyaluronové 
 V současné době je výroba kyseliny hyaluronové založena buď na extrakci z živočišných 
tkání, nebo se získává, zejména v průmyslovém měřítku, produkčními mikroorganismy. Obě 
technologie produkují polydisperzní kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti 
(více než 1 MDa), kterou lze použít v biomedicínských a kosmetických aplikacích.  
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2.4.1. Extrakce z živočišných tkání 
 Tradiční způsob produkce kyseliny hyaluronové je postavený na extrakci z živočišných 
tkání, nejčastěji z kohoutích hřebínků. Vyskytuje se tu ale řada problémů, jako třeba 
nekontrolovatelná degradace polymeru díky přítomnosti endogenních hyaluronidáz. Tuto 
skutečnost komplikuje fakt, že kyselina hyaluronová může být navázána na buněčné proteiny, 
které mohou vyvolat imunitní odpověď. Také se zde vyskytuje riziko kontaminace 
nukleovými kyselinami, priony a viry, což může vést k přenosu infekčních nemocí. Tento 
způsob byl náročný na sběr materiálu, čas, pracnost a prostor. Proto se od toho postupu téměř 
upustilo a od 80. let 20. století se kyselina hyaluronová získává převážně mikrobiální 
produkcí. 
2.4.2. Mikrobiální produkce kyseliny hyaluronové 
 Nejvhodnějšími bakteriemi pro syntézu kyseliny hyaluronové jsou streptokoky skupiny 
A a C. Patří mezi ně Streptococcus equi, S. equisimilis, S. pyogenes a S. uberis. Mezi 
přirozené producenty lze zařadit i kokobacilus Pasteurella multocida. Ostatní 
mikroorganismy jako například Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis a Escherichia coli, tvoří 
kyselinu hyaluronovou na základě genetické modifikace.  
 Bakteriální produkce poskytuje kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulární hmotnosti 
a velké čistotě. Ale i při tomto způsobu setrvává riziko kontaminace bakteriálními 
endotoxiny, proteiny, nukleovými kyselinami a těžkými kovy. Tvorbu kyseliny hyaluronové 
je možné ovlivnit kultivačními podmínkami a genetickými faktory. 
 
2.5. Produkce HA u streptokoka 
 Nejvýznamnější producent kyseliny hyaluronové je rod Streptococcus. Streptokok je 
fakultativně anaerobní grampozitivní bakterie, která při metabolismu glukózy tvoří kyselinu 
mléčnou. Má kruhovitý tvar - kok. Ty se pak spojují v řetízky. Jednotlivé buňky jsou velké 
v průměru  0,6 - 1 µm.  
 Druhy produkující kyselinu hyaluronovou jsou β-hemolytické, kdy při infekci hostitele 
způsobují lýzi červených krvinek. Podle klasifikace Lancefieldové kyselinu hyaluronovou 
produkují streptokoky skupiny A a C. Do skupiny A patří lidský patogen Streptococcus 
pyogenes, do skupiny C patří například Streptococcus equi subsp. zooepidemicus nebo S. equi 
subsp. equi, které jsou nejčastěji využívány. Z mléčných potravin byly izolovány kmeny 
S. thermophilus s vysokou produktivitou užitečných exopolysacharidů včetně kyseliny 
hyaluronové [15]. Například rekombinantní S. thermophilus je schopný produkovat 1,2 g/l 
kyseliny hyaluronové a průměrná molekulová hmotnost dosahuje hodnot srovnatelných 
s divokými kmeny [16]. 
 Nezbytnými předpoklady pro dosažení vysokých výtěžků kyseliny hyaluronové jsou 
genetické předpoklady streptokoka a také správně optimalizované kultivační podmínky, 
včetně médií. V současné době výtěžky sahají až k 6 - 7 g/l, což je na hranici technických 
limitů. Fermentovaná buněčná suspenze dosahuje vysoké viskozity a následné zpracování je 
obtížné. 
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 Pro komerční výrobu jsou vybírány kmeny, které ať už přirozeně nebo pomocí genetické 
modifikace, nejsou patogenní. 
 
2.6. Kultivační podmínky 
 Kultivaci lze optimalizovat na několika úrovních. Důležitými parametry jsou: správné 
složení kultivačního média, pH, koncentrace rozpuštěného kyslíku, geometrie lopatek 
míchadla a rychlost otáček. Protože streptokoky mají specifické nutriční požadavky, je třeba 
doplnit určité aminokyseliny a vitamíny. V praxi se to řeší přídavkem kvasničného či 
živočišného extraktu nebo kazeinového hydrolyzátu a také dvojmocných iontů hořčíku 
a manganu. 
2.6.1. Správná koncentrace glukózy v kultivačním médiu 
 Produkční streptokokální kmeny obvykle využívají glukózu jako zdroj uhlíku. V případě 
kultivace s využitím glukózy se za aerobních podmínek zvýší výtěžnost hyaluronanu až 
o 10 % [17]. Podobnou produktivitu mohou mít i jiné uhlíkové zdroje jako například škrob, 
laktóza, sacharóza nebo dextrin [18] a z ekonomického hlediska jsou výhodnější díky nižší 
ceně. 
 Biosyntéza hyaluronanu ve streptokoku požaduje velké množství energie a soutěží 
s růstem bakteriální buňky o glukózu. Pokud nebylo množství glukózy limitované, nejvyšší 
bakteriální růst byl pozorován za optimálních kultivačních podmínek (pH 7, 37 °C). Nejvyšší 
produktivita kyseliny hyaluronové a největší molekulová hmotnost byla zaznamenána za 
suboptimálních růstových podmínek - buňky rostou pomaleji, takže uhlík a energie jsou 
dostupné pro ostatní procesy [19]. Pokud je množství glukózy limitované, nejprve dochází ke 
snížení produkce kyseliny hyaluronové, a následně k poklesu molekulové hmotnosti [20]. 
Snížení počáteční koncentrace glukózy z 60 na 20 g/l sníží výtěžek kyseliny hyaluronové i její 
molekulovou hmotnost ze 4,2 g/l a 3 MDa na 1,65 g/l a 2,65 MDa [19]. 
2.6.2. Aerace  
 Aerobní kultivační podmínky navýší produkci kyseliny hyaluronové o 50 %, stejně tak 
zvýší molekulovou hmotnost, aniž by byl dotčen buněčný růst [19]. Za aerobních 
fermentačních podmínek streptokok mění svůj metabolismus, kdy z tvorby laktátu přejde na 
tvorbu acetátu, formiátu a etanolu. Tímto přechodem dojde i ke změně počtu vytvářených 
molekul ATP. Namísto dvou molekul ATP vzniklých během metabolismu laktátu, se za 
přítomnosti kyslíku vytváří 4 molekuly ATP. Předpokládá se, že právě zvýšená hladina ATP 
nebo zvýšené množství NADH oxidázy, která odstraňuje přebytek NADH v přítomnosti 
kyslíku, je příčinou vyšší produkce kyseliny hyaluronové. Studie zaznamenali nárůst tvorby 
ATP zvýšením produkce acetátu z metabolismu maltózy a také po zvýšení koncentrace 
NADH oxidázy metabolickým inženýrstvím [20]. V obou případech nebyl limitován zdroj 
uhlíku. 
 Studie ukázaly, že pouze 5% kritická hladina rozpuštěného kyslíku stačí ke zvýšení 
výtěžků kyseliny hyaluronové během buněčného růstu. Nad tuto hladinu jsou již výtěžky 
konstantní [21]. Zajímavostí je, že exprese hyaluronan syntázy v S. zooepidemicus je 
devětkrát vyšší za aerobních podmínek než za anaerobních, čímž lze vysvětlit zvýšenou 
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syntézu kyseliny hyaluronové. Kyslík indukuje enzymy zapojené do produkce UDP-N-
acetylglukosaminu (hasD) a Krebsova cyklu, který nabízí další molekulu ATP 
a acetylkoenzym, který může být použitý pro produkci kyseliny hyaluronové [22]. 
 Na základě těchto poznatků lze konstatovat, že hlavním důvodem pro zvýšení kyseliny 
hyaluronové za aerobních podmínek je vzestup koncentrace hyaluronan syntázy a UDP-N-
acetylglukosaminu. 
2.6.3 Míchání během kultivace 
 Míchání je další faktor, který ovlivňuje jak výtěžky, tak i molekulovou hmotnost. 
Zvýšením míchání narůstá výtěžnost kyseliny hyaluronové a to jak za aerobních, tak 
anaerobních podmínek. Důvodem může být zvýšený pohyb objemu fermentoru vyvolaný 
sníženou viskozitou kultivačního média [19]. Při mírných otáčkách míchadel se zvyšuje 
molekulová hmotnost hyaluronové kyseliny. Naopak pokles nastane při vysoké rychlosti 
otáčení, který je zapříčiněn degradací reaktivními kyslíkovými radikály (ROS, reactive 
oxygen species) a střižnými silami, které za těchto podmínek vznikají [23]. Oxidativní 
degradaci polymeru zabrání přídavek lapačů kyslíku do kultivačního média. 
2.6.4. Způsob fermentace 
 Pro produkci kyseliny hyaluronové jsou používány různé způsoby fermentace. Mezi ně 
patří vsádková, vsádková s postupným plněním a kontinuální kultivace. Vsádková kultivace 
se používá nejčastěji. U té ale dochází k omezení produkce hyaluronové kyseliny pří 
výtěžcích 6 - 7 g/l a další zlepšení už není prakticky možné v důsledku obtížného způsobu 
zpracování. Lepší strategií je použití kontinuální fermentace a to z několika důvodů. Buněčný 
růst streptokoka může být udržován v exponenciální fázi. Prodloužení exponenciální fáze 
vede je zvýšenému množství kyseliny hyaluronové, protože bylo prokázáno, že činnost 
hyaluronan syntázy se zastaví až ve stacionární fázi [24]. Za suboptimálních růstových 
podmínek se může snížit množství živin, aby došlo ke kompetici mezi buněčným růstem 
a syntézou hyaluronové kyseliny [19]. 
 Velmi efektivní je kombinace vsádkové kultivace a vsádkové s postupným plněním.  
Dokazuje to Liu a kol. [25], který v první fázi (0 - 8 hodin) kultivoval S. zooepidemicus ve 
vsázkovém modu s postupným plněním s koncentrací sacharózy 1,0 g/l. Poté (8 -20 hodin) 
přešel na vsádkovou fermentaci s počáteční koncentrací sacharózy 15 g/l. V této dvoufázové 
strategii byla produkce kyseliny hyaluronové ve srovnání se vsádkovou zvýšena o 32 %.   
2.6.5. Alkalický stres během kultivace 
 Bakterie pro syntézu kyseliny hyaluronové a pro růst buňky využívají stejné prekurzory. 
Jimi jsou glukóza-1-fosfát, UDP-glukóza a UDP-N-acetylglukosamin. Glukóza-6-fosfát se 
také uplatňuje v procesu glykolýzy. Tím dochází mezi těmito pochody ke kompetici. Když 
biomasa rychle nabývá, nemá to příznivý vliv na tvorbu kyseliny hyaluronové [19]. Proto po 
utlumení glykolytických procesů a snížení rychlosti růstu buněk dochází k navýšení výtěžku 
kyseliny hyaluronové i molekulové hmotnosti. Liu a kol. [25] zpomalili dělení bakterií 
přerušovaným alkalickým stresem.  Experiment spočíval v pravidelné změně pH z hodnoty 
7,0 (optimální pro buněčný růst) na 8,5 (suboptimální pro buněčný růst). K přepínání 
docházelo po dvou hodinách mezi 6. a 16. hodinou kultivace. Tímto postupem byl zvýšen 
výtěžek kyseliny hyaluronové z 5,0 na 6,5 g/l. Jagannath a kol. [26] zpomalovali buněčný růst 
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pravidelným přepínání teploty z 37 °C na 30 °C. Glykolýzu oslabili přídavkem pyruvátu. 
I tato metoda vedla k navýšení výtěžku kyseliny hyaluronové.  
2.6.6. Přídavky látek do média 
 Streptokok nedokáže syntetizovat některé aminokyseliny. Po dodání těchto chybějících 
aminokyselin, jako třeba arginin nebo lysin, do média, byla příznivě ovlivněna jak tvorba 
kyseliny hyaluronové, tak i buněčný růst [27]. Streptokok může být kultivován na chemicky 
definovaném mediu. To pokrývá nutriční faktory potřebné pro růst. Kultivace u Streptococcus 
zooepidemicus, co se týče rychlosti produkce a výtěžku, je pak srovnatelná s kultivací na 
komplexním médiu [19]. Zhang a kol. [28] připravili médium bez séra, ale se škrobem jakožto 
jediným zdrojem uhlíku, a koncentrace kyseliny hyaluronové dosáhla 6,7 g/l. Významný efekt 
na mikrobiální produkci kyseliny hyaluronové mohou mít minerální ionty a také určitá 
iniciační koncentrace glukózy [29].  
 
2.7. Genetické inženýrství 
 Genetické úpravy v produkčních kmenech streptokoka mohou být dosaženy buď 
náhodnou, nebo cílenou mutagenezí.  
 Náhodnou mutagenezí jsou vytvářeny mutace na předem neznámé lokaci v molekule 
DNA. Náhodná mutageneze je metodicky velmi rozmanitá a zahrnuje velké množství 
postupů, které mají fyzikální, chemickou nebo molekulárně biologickou podstatu. Po 
působení UV záření vznikl i kmen Streptococcus equi subsp. zooepidemicus CO4A použitý 
v mé diplomové práci. Jeho účinkem byla odstraněna funkce genů pro β-hemolýzu a genů 
zodpovědných za produkci hyaluronidázy, enzymu, který depolymerizuje kyselinu 
hyaluronovou. Na přípravu náhodných mutantů streptokoka lze použít i chemická činidla, 
nejčastěji N-methyl-N′-nitro-N-nitrosoguanidin (NTG).   
2.7.1. Cílená mutageneze rodu Streptococci  
 Cílenou mutagenezí se zavádí mutace na předem vybraná specifická místa. Zde je několik 
příkladů konkrétních genetických manipulací, které ovlivňují produkci kyseliny hyaluronové. 
Delece β-glukuronidázy 
 Jedním z možných způsobů navýšení produkce kyseliny hyaluronové ve Streptococcus eqii 
subsp. zooepidemicus je eliminace genu pro β-glukuronidázu [30]. V deficientním kmeni 
došlo k 20% nárůstu produkce. Kromě toho došlo i k mírnému navýšení molekulové 
hmotnosti, a sice o 2 %. To bylo pravděpodobně způsobeno eliminací volné β-glukuronové 
kyseliny, kterou z neredukujícího konce polysacharidu oddělovala β-glukuronidáza.  
Genetické úpravy v promotoru hasA 
 Skupina A streptokoka produkuje kyselinu hyaluronovou pomocí hasABC operonu. Za 
samotnou syntézu zodpovídá první gen operonu, hasA, kódující hyaluronan syntázu. Enzym 
tvoří polymer z UDP-aktivovaných cukerných prekurzorů. Operon také kóduje dva enzymy 
zapojených do biosyntézy aktivovaných cukrů, UDP-glukóza dehydrogenázu (kódovaná 
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hasB) a UDP-glukóza fosforylázu (kódovaná hasC). Tento operon je pod kontrolou jediného 
promotoru P1, umístěný před sekvencí hasA. 
 Tlustá a kol [31] se zabývali vlivem upstream sekvence na sílu promotoru has operonu 
u S. equi subsp. zooepidemicus. Na základě poznatků Krahulce a kol. [32] byly prováděny 
bodové mutace v oblasti -50 GG has operonu, které ovlivňují sílu promotoru. U dvou 
mutovaných kmenů SEZ2G a SEZAG došlo k navýšení výtěžku kyseliny hyaluronové o 5 %, 
respektive o 16 %. U kmene SEZ2G byla v promotoru provedena výměna T za G v oblasti     
-49 a u kmene SEZAG A za G v oblasti -50. 
CovRS 
 Schopností patogenních bakterií, včetně streptokoka, je schopnost regulovat svoji genovou 
expresi dvousložkovým systémem přenosu signálu (TCS, signal transduction system).  
Typický TCS se skládá z na membránu vázající senzorové kinázy a z regulátoru 
cytoplazmatické odpovědi. Po aktivaci se senzorová kináza autofosforyluje a následně 
přenese fosfátovou skupinu na regulátor odpovědi. Fosforylace na regulátoru odpovědi vede 
k aktivaci této molekuly, což vede ke změnám v buněčné fyziologii, obvykle přes aktivaci 
dějů spojených s genovou expresí [33]. 
 V genomu streptokoků skupiny A genomu je kódováno 13 konzervativních TCS. Nejlépe 
prozkoumaný je systém CovR-CovS (CovRS, control of virulence; známý také jako CsrR-
CrsS). Senzorová kináza CovS a regulátor odpovědi CovR společně regulují přímo nebo 
nepřímo přibližně 15 % transkriptomů streptokoků skupiny A, včetně důležitých virulentních 
faktorů.  Systém CovRS není úplně typický systém TCS. Slouží totiž jako negativní regulátor 
genové exprese, čímž covRS mutant produkuje zvýšené množství virulentních faktorů.  
 CovR je negativním regulátorem biosyntézy kyseliny hyaluronové. Váže se na oblast 
promotoru P1 has operonu a reprimuje tak transkripci genů nezbytných pro syntézu. Regulace 
biosyntézy kyseliny hyaluronové pomocí CovR u S. pyogenes kyseliny hyaluronové je 
vyznačena na obrázku 4. 
 
Obrázek 4.  Kontrola transkripce zprostředkovaná CovR. Převzato z [34]. 
 Falaleeva a kol. [35] objevili u S. pyogenes další regulační oblasti kontrolující transkripci 
has operonu. Těmito oblastmi jsou promotor P2 v sekvenci před (upstream) P1 promotorem 
a transkripčního terminátoru HasS, který umožňuje transkripci hasABC. Promotor P2, stejně 
jako P1, je také negativně regulován systémem CovRS. Bylo zjištěno, že terminátorová 
sekvence i sekvence P2 promotoru je velmi variabilní pro různé kmeny S. pyogenes. Delece 
terminátoru hasS odstraní vazebné místo pro CovR, čímž je eliminována represe, zvýší se 
transkripce hasA a tím i produkce kyseliny hyaluronové. 
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 Bylo také zaznamenáno, že delece genů covR a covS vede ke zvýšení produkce kapsule 
u Streptococcus pyogenes [36]. 
 Kang a kol. [34] se zabývali regulačním systémem CovRS z hlediska souvislostí s dalším 
proteinem ovlivňující některé virulentní faktory, a to CvrA.  Mutace v genu cvfA, která kóduje 
na membránu vázající endonukleázu, také vede u S. pyogenes ke zvýšení produkce kyseliny 
hyaluronové. Zároveň je tento gen zodpovědný za termoregulaci systému. V případě delece 
jak genu cvfA, tak i genu covR, dochází k prudkému navýšení produkce kyseliny hyaluronové 
při suboptimální teplotě, tj. 25 °C. 
2.7.2. Produkce kyseliny hyaluronové u jiných mikroorganismů 
 Jedním z mikroorganismů, který byl uzpůsobený pro výrobu kyseliny hyaluronové, je 
Bacillus subtilis. Do něho byl vložen gen hasA, který kóduje hyaluronan syntázu. Ostatní 
geny pro syntézu aktivovaných cukrů v B. subtilis jsou homologní se streptokokem. Funkci 
hasB, hasC, hasD plní geny tuaD, gtaB a gcaD. Produkce pomocí B. subtilis má oproti 
přirozeným producentům kyseliny hyaluronové některé výhody. Výtěžek i kvalita produktu 
jsou srovnatelné se streptokokální produkcí. Ovšem kyselina hyaluronová získaná pomocí 
B. subtilis je prostá exotoxinů i endotoxinů, které mohou být problémem v některých 
kmenech streptokoka. Kyselina hyaluronová je vylučována do okolního média a s buňkou 
není vůbec spojena, čímž je značně zjednodušeno následné zpracování. I z ekonomického 
hlediska je kultivace s B. subtilis výhodnější, protože probíhá na minimálním mádiu. 
Nevýhodami kultivací B. subtilis jsou nižší výtěžky oproti streptokoku a někdy bývá 
komplikací jeho sporulace. 
 Další alternativní možností pro produkci kyseliny hyaluronové je Lactobacillus lactis. 
L. lactis byl vytvořen přenesením has operonu ze S. zooepidemicus. Byly prováděny 
experimenty, kdy se nejprve přenesl pouze gen hasA. Výtěžnost kyseliny hyaluronové však 
byla velmi malá. Po přenesení i genu hasB se produkce navýšila, ale nejvyšší výtěžky se 
dostavily po inzerci genu hasA, hasB i hasC. Pro rekombinaci byl použitý nisin-inducibilní 
kmen L. lactis NZ9000 byl transformován plazmidem pSJR3 (koexprese genů hasA, hasB 
a hasC). Tímto způsobem byl v laboratorním fermentoru získán maximální výtěžek 1,8 g/l. 
[37]. 
 Uměle navodit syntézu kyseliny hyaluronové se dařilo především u grampozitivních 
bakterií. U gramnegativních bakterií, jak např. E. coli, byl proces velmi problematický. 
Příčinou může být absence klíčových enzymů nebo nedostatečná exprese ostatních složek 
biosyntézy. Mao a kol. [38] přišli na to, že po expresi UDP-glukóza dehydrogenázy (kfiF) 
z E. coli K5 a hyaluronan syntázy z P. multocida  po růstu na mediu obohaceném o glukózu 
a glukosamin, jakožto prekurzory kyseliny hyaluronové, vede k úspěšné biosyntéze.  
2.7.3.  In vitro produkce kyseliny hyaluronové 
 Výroba kyseliny hyaluronové, jak z živočišných tak i bakteriálních zdrojů, sebou přináší 
jistá rizika kontaminace, které mohou vyvolat imunitní odpověď, a omezení spojená 
s viskozitou média. Díky těmto limitacím může být řešením bezbuněčný (in vitro) produkční 
systém. 
 V posledním desetiletí se objevily nové způsoby využívající izolovanou hyaluronan 
syntázu ke katalýze polymerizace UDP-cukerných monomerů. Tyto inovující enzymové 
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technologie umožňují vyrábět jak oligosacharidy s přesně definovanou délkou řetězce, tak 
i dlouhé řetězce o velké molekulové hmotnosti. Další výhodou je nízká polydisperzita 
vzniklých molekul. Nevýhodou tohoto systému jsou nízké výtěžky. 
 Hyaluronan syntázy skupiny HAS I nelze pro tyto účely využít, protože ke své funkci 
potřebují fosfolipidy z cytoplazmatické membrány. Bez tohoto spojení enzym nefunguje. 
Vhodnější je použití hyaluronan syntázy z P. multocida (HAS II), protože nemusí být vázaná 
na membránu. Dokonce je schopná fungovat i po odstranění membránové domény. Vzniká 
tak enzym známý jako pmHAS1-703 [39] 
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3. CÍL PRÁCE 
 
 Cílem této práce byla příprava covRS-deficientního kmene Streptococcus equi subsp. 
zooepidemicus a porovnání jeho výtěžnosti kyseliny hyaluronové s produkčním kmenem SEZ 
CO4A. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1. Materiál 
 
4.1.1. Bakteriální buňky 
 Escherichia coli XL-1 (New England Biolab) 
 Streptococcus equi sp. zooepidemicus CO4A (divoký tip, deficientní pro β-hemolýzu; 
vytvořeno v Contipro Biotech) 
4.1.2. Plazmidy 
 pTE10t (vytvořeno v Contipro Biotech) 
 pUC57-dcovRS (Genescript)  
4.1.3. Enzymy 
 Bovinní hyaluronidáza (Sigma Aldrich) 
 Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent Genomics) 
 Lyzozym (Sigma Aldrich) 
 Restrikční endonukleáza EcoRI (New England Biolab) 
 Restrikční endonukleáza BglII (New England Biolab) 
 Ribonukleáza A (Sigma Aldrich) 
 T4 DNA ligáza (Stratagene) 
4.1.4. Chemikálie a kity 
 Agar (Sigma-Aldrich) 
 Agaróza pro elektroforézu (Sigma-Aldrich) 
 Antifoam 204 (Sigma Aldrich) 
 Chlorid amonný (Lach:ner) 
 Chlorid hořečnatý (Lach:ner) 
 Chlorid manganatý, tetrahydrát (Lach:ner) 
 Chlorid sodný (Lach:ner) 
 Demineralizovaná voda 
 Dihydrogenfosforečnan drasený (Lach:ner) 
 DNA velikostní standard 1 kDa Plus DNA Ladder (Gold Biotechnology) 
 DNA velikostní standard 1 kDa Plus DNA Ladder (Invitogen) 
 DNA velikostní standard Supercoiled DNA Ladder (Invitrogen) 
 Dodecylsulfát sodný, SDS (Merck) 
 Erytromycin (Sigma-Aldrich) 
 Ethanol, 96 % p.a (Penta) 
 Glukóza (Sigma Aldrich) 
 Glutamát sodný (Sigma Aldrich) 
 Glycerol (Penta) 
 Hydrogenfosforečnan sodný, dodekahydrát (Lach:ner) 
 Hydroxid sodný (Sigma-Aldrich) 
 Isopropanol, 100% (Penta) 
 Kasaminokyseliny (Amresco) 
 Kvasničný autolyzát (Amresco) 
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 Kyselina ethylendiamintetraoctová, EDTA (Sigma-Aldrich) 
 Kyselina octová (Penta) 
 L-Alanin (Sigma Aldrich) 
 L-Glycin (Sigma Aldrich) 
 L-Lysin (Sigma Aldrich) 
 Midori green (Elizabeth Pharmacon) 
 Nucleobond Xtra Midi (Macherey Nagel) 
 Nucleospin Gel and PCR Clean Up (Macherey Nagel) 
 Plasmid DNA Midi Kit (OMEGA bio-tek) 
 Pufr NEB3 (New England Biolab) 
 Sacharóza (Moravskoslezské cukrovary) 
 Síran hořečnatý, heptahydrát (Lach:ner) 
 T4 DNA ligation kit (Stratagene) 
 Todd-Hewitt broth (HiMedia) 
 Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Tris-báze (Merck) 
 Trypton (Organotechnie) 
 Wheat E1 pepton (Organotechnie) 
 další běžné chemikálie 
4.1.5. Kultivační média 
 Všechny kultivační média jsou uvedené pro objem 1000 ml. 
 Luria-Bertani (LB) médium 
V demineralizované vodě bylo rozpuštěno 10 g chloridu sodného, 10 g trypton, 5 g 
kvasničného autolyzátu. Poté bylo upraveno pH hydroxidem sodným na 7,2 - 7,4. 
Demineralizovanou vodou byl doplněn objem na 1000 ml. Médium bylo autoklávováno 
v objemu 100 ml v 250ml Erlenmayerových baňkách při teplotě 121 °C po dobu 20 min. 
 
 THY medium 
V demineralizované vodě bylo rozpuštěno 37 g Todd-Hewitt Broth (HiMedia) a 3 g 
kvasničného autolyzátu. Demineralizovanou vodou byl doplněn objem na 1000 ml. Médium 
bylo autoklávováno. 
 
 Wheat E1 médium  
Složení média je uvedeno v následující tabulce 1. Po navážení složek byl doplněn objem na 
1000 ml demineralizované vody. Médium bylo autoklávováno.  
 
Tabulka 1: Složení Wheat E1 média 
Složka Podíl [g] 
Wheat E1 pepton 10 
Kvasničný autolyzát 2,5 
MnCl2 . 4H2O 0,04 
Na2HPO4 . 12H2O 4 
MgSO4 . 7H2O 0,4 
Glutamát sodný 2 
sacharóza 40 
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 M9 médium 
V demineralizované vodě bylo rozpuštěno 66 g hydrogenfosforečnanu sodného, 36 g 
dihydrogenfosforečnanu draselného, 5 g chloridu sodného a 10 g chloridu amonného. 
Demineralizovanou vodou byl doplněn objem na 1000 ml.  
 
 MCY médium 
Na objem 1000 ml média bylo třeba 100 ml M9 média, 10 g kasaminokyselin a 3 g 
kvasničného autolyzátu. pH bylo upraveno hydroxidem sodným na 7,2 - 7,4. Připravený 
roztok byl autoklávován v objemu 20 ml nebo 200 ml. Po sterilizaci byl k objemu 200 ml 
připipetovány následující sterilní roztoky: 400 µl 1M chloridu hořečnatého, 20 µl 1M chloridu 
vápenatého, 2 ml 20% glukózy a 4 ml 10% roztok glycinu, alaninu a lysinu. Do 20 ml 
předpřipraveného média se přidávalo 10x menší množství.  
4.1.6. Roztoky 
 Všechny roztoky jsou uvedené pro objem 1000 ml. 
 
 1M chlorid hořečnatý 
203,3 g bylo rozpuštěno v části demineralizované vody a byl doplněn objem na 1000 ml. 
Roztok byl přefiltrován přes stříkačkový filtr o porozitě 0,2 µm.  
 
 1M chlorid vápenatý 
111 g bylo rozpuštěno v části demineralizované vody a doplněn objem na 1000 ml. Roztok 
byl přefiltrován přes stříkačkový filtr o porozitě 0,2 µm. 
 
 20% glukóza 
200 g glukózy bylo rozpuštěno v 1000 ml demineralizované vody. Roztok byl přefiltrován 
přes stříkačkový filtr o porozitě 0,2 µm. 
 
 10% roztok glycinu, alaninu a lysinu 
10 g glycinu, 10 g alaninu a 10 g lysinu bylo rozpuštěno v 1000 ml demineralizované vody. 
Roztok byl přefiltrován přes stříkačkový filtr o porozitě 0,2 µm. 
 
 50x TAE 
Tento roztok slouží jako zásobní roztok pro přípravu elektroforetického pufru 1x TAE. Byl 
připravený z 242 g tris-báze, 57 ml kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA pH 8. Objem byl 
doplněn na 1000 ml. 
 
 Elektroforetický pufr 1x TAE 
Zásobní roztok 50x TAE byl naředěn v poměru 1:50.  
 
 0,5M EDTA pH 8 
186,1 g kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) bylo smísena s demineralizovanou vodou. 
Postupně bylo upravováno pH hydroxidem sodným. EDTA se rozpustí až po vyrovnání pH. 
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 1% agarózový gel 
K 960 ml demineralizované vody bylo přidáno 10 g agarózy a 40 ml zásobního roztoku 50x 
TAE. Směs byla přivedena k varu a po mírném schlazení nalita do elektroforetické aparatury. 
Na jeden gel je potřeba přibližně 50 ml roztoku.  
 
 EDTA + SDS 
Na objem 1000 ml připadlo 3 g kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) a 8 g 
dodecylsíranu sodného (SDS). Při rozpouštění roztok pění, musí se delší dobu nechat míchat. 
 
 GET 
Na 1000 ml roztoku bylo třeba 99 g glukózy, 20 ml 0,5M EDTA pH 8 a 25 ml TRIS pH 8. 
Zatím co se glukóza rozpouštěla na míchadle, byl připraven roztok ribonukleázy A. 100 mg 
ribonukleázy bylo rozpuštěno v 10 ml demineralizované vody a dobu 15 minut se nechala při 
100 °C povařit. Poté byl enzym přidán ke glukózovému roztoku. Roztok byl skladován při 
teplotě 4 °C. 
 
 Alkalické SDS 
Na přípravu jednoho litru roztoku bylo třeba 8 g hydroxidu sodného a 10 g dodecylsíranu 
sodného 
 
 Neutralizační roztok. 
Na 294 g octanu připadlo 69,3 ml kyseliny mravenčí Do 1000 ml bylo doplněno vodou. 
4.1.7. Přístroje 
 Centrifuga 5810R (Eppendorf) 
 Centrifuga Jouan KR25i (ThermoFisher Scientific) 
 Centrifuga MiniSpin (Eppendorf) 
 MUPID One elektroforéza (Elisabeth Pharmacon) 
 Elektroporátor GenePulser Xcell (BioRad) 
 Fermentační systém Sixfors (INFORS HS) 
 G:BOX F3 gelový dokumentační systém (Syngene) 
 Inkubační termostat Jouan INNOVENS (ThermoFisher Scientific) 
 Laboratorní váhy Adventurer Pro (Ohaus) 
 Hřídelová míchačka (IKA) 
 pH metr pH/Cond 340i (WTW) 
 UV/VIS Spektrometr UV2601 (Rayleigh) 
 Sušárna Ecocell 55 (BTM) 
 Sušicí váhy HR73 (Mettler Toledo) 
 Termoblok (Major Science) 
 Termocyklér T100 (BioRad) 
 Třepačka s inkubátorem MaxQ 6000 (ThermoFisher Scientific) 
 UltraTurrax T25 Digital (IKA)  
 Vortex BenchMixer (Benchmark Scientific) 
 Vysokotlaký laboratorní filtr (Pall) 
 další běžné laboratorní vybavení 
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4.2. Metody 
 V této kapitole jsou vysvětleny postupy a metody použité při práci v laboratoři v rámci této 
diplomové práce. 
4.2.1. In silico analýza 
 V sekvenční databázi BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) byly hledány 
homologní sekvence covRS. Byly nalezeny oblasti se sekveční podobností. Program 
porovnává sekvence nukleotidů nebo aminokyselin s databází již známých sekvencí 
a vypočítává statistickou významnost shody. Jak sekvence covR, tak i covS byla v plně 
osekvenovaném genomu S. equi subsp. zooepidemicus H70 nalezena.  
4.2.2. Konstrukce mutačního vektoru 
 Přípravu mutačního vektoru lze rozdělit do tří základních kroků. Prvním z nich je naštěpení 
vektoru (plazmidu) a vytvoření lepivých konců na vkládané DNA. Důležité je použití stejných 
restrikčním enzymů na štěpení inzertu i samotného vektoru. Druhou fází je spojení fragmentů 
s lepivými konci (ligace). Nově vzniklý plazmid se elektroporací vnese do E. coli, kde se 
vektor namnoží a vyizoluje z buňky. Po získání správného plazmidu se v příslušném klono 
pomnoží a plazmid se vyizoluje ve větším množství pro další manipulaci. Schéma přípravy 
mutačního vektoru je zobrazeno na obrázku 5. 
Obrázek 5. Schematické znázornění přípravy mutačního vektoru. Upraveno dle [40]. 
 Metody použité při přípravě mutačního vektoru: 
Štěpení restrikčními endonukleázami 
 Restrikční endonukleázy (restriktázy) jsou enzymy štěpící esterové vazby v DNA. Metoda 
štěpení restrikčními endonukleázami se používá k vyštěpení fragmentu z mateřské DNA. 
Žádoucí je použití enzymů vytvářející na mateřské DNA tzv. lepivé konce. Ty se pak 
uplatňují při spojení dvou úseků DNA a následném klonování. Restriktázy lze také použít při 
restrikční analýze, která slouží k ověření správné velikosti fragmentu. V mojí práci byly 
použité restrikční enzymy EcoRI a BglII. Štěpení probíhá 1 hodinu při teplotě 37 °C. 
Restrikce byla dělána podle rozpisu v tabulce 2: 
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Tabulka 2: Složení komponent při štěpení restriktázami. 
Komponenty Objem [µl] 
BglII 1 
EcoRI 1 
NEB 3 pufr 5 
Štěpěná DNA 10 
dH2O 33 
 
Ligace DNA 
 Ligace je proces spojení dvou fragmentů DNA. Nezbytným předpokladem jsou správně 
orientované komplementární lepivé konce. Spojení úseků DNA zajišťuje T4 DNA ligáza. 
 Ligační reakční směs byla připravena podle tabulky 3. 
Tabulka 3: Příprava ligační směsi. 
Komponenty Objem [µl] 
Linearizovaný plazmid + deleční kazeta 41 
rATP 3 
Ligační pufr 5 
T4 DNA ligáza 1 
 
 Ligační směs byla přes noc udržována při teplotě 4 °C, která byla následující den 
přečištěna pomocí Nucleospin Gel and PCR Clean Up (Macherey Nagel). 
Agarózová gelová elektroforéza 
 Agarózová gelová elektroforéza je metoda pomocí, které lze přibližně určit velikost 
fragmentů DNA. Zároveň je možné tyto fragmentů z gelu izolovat. 
 Postup přípravy gelu a analýza DNA: 
1) 50 ml rozvařeného 1% agarózového gelu bylo nalito do pečlivě utěsněné 
elektroforetické vany s hřebínkem.  
2) Po vychlazení a ztuhnutí gelu byl odebrán hřebínek. 
3) Gel byl v elektroforetické aparatuře umístěn tak, aby jamky vzniklé odebráním 
hřebínku byly u anody.  
4) Do vaničky byl nalit 1x TAE. Jeho hladina byla cca 3 mm nad gelem. 
5) Vzorky byly na parafilmu smíchány s 1 µl nekarcinogenním nanášecím pufrem 
Midori Green. Směs poté byla přepipetována do jamky. 
6) Jako standard u lineární DNA byl použit 1 kDa žebříček (Invitogen) nebo SC žebříček 
(Invitrogen) v případě plazmidové DNA.  
7) Elektroforéza probíhala 45 minut při napětí 90 V. 
8) Po ukončení migrace byly výsledky pozorovány a dokumentovány pomocí 
dokumentačního systému G:BOX. 
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Izolace DNA pomocí 100% izopropanolu 
 Naštěpená DNA nebo DNA v buněčném lyzátu byla po dobu 30 minut srážena v 1 ml 
ledově chlazeného 100% izopropanolu a pak centrifugován po dobu 10 minut. Po vysušení 
sedimentu byla resuspendována v 10 µl demineralizované vody a nanesena na agarózový gel. 
Jako nanášecí pufr bylo použité nekarcinogenní barvivo Midori green.  
Příprava elektrokompetentních buněk Escherichia coli 
 Elektrokompetentní buňky, jsou takové buňky, které jsou po elektroporaci schopné 
přijmout cizorodou DNA. Schopnost přijmout a uchovávat určitý plazmid vyžaduje určité 
genetické vlastnosti bakterie, a kultivaci v podmínkách, které zajistí tvorbu prostupné buněčné 
stěny. Buňky jsou připravovány za sterilních podmínek. 
Postup přípravy elektrokompetentů:  
1) Z čerstvé LB Petriho misky byla přeočkována kolonie Escherichia coli do 2 ml 
tekutého LB média a přes noc inkubována při teplotě 37 °C a otáčkách 150 za minutu.  
2) 1 ml noční kultury byl přeočkován do 100 ml LB média a ponechán inkubovat na 
třepačce při 37 °C do té doby, než kultura dosáhla optické hustoty OD600=0,4-0,6. 
3) Kultura byla po dobu 10 minut chlazena na ledě. 
4) Kultura byla odstředěna ve vychlazené centrifuze (10 min, 5000 rpm). 
5) Z odstředěných buněk bylo odstraněno médium a buňky byly 4x promyty chlazenou 
sterilní demineralizovanou vodou. 
6) Po promytí bylo k usazeným buňkám přidáno 500 µl demineralizované vody a 100 
µl sterilního vychlazeného 80% glycerolu. 
7) Na závěr byly buňky rozpipetovány po 50 µl do mikrozkumavek a uchovány při 
teplotě -80 °C. 
 
Elektroporace Escherichia coli plazmidovou DNA 
 Elektroporace je metoda, v rámci níž je krátkým intenzivním elektrickým pulsem dosaženo 
vzniku pórů v membráně buněk. Tyto póry umožňují vstup cizorodé DNA dovnitř buněk. 
Póry se velmi rychle zacelí a buňky tedy mohou proceduru přežít.  
 Postup elektroporace E. coli:  
1) Připravené elektrokompetentní buňky byly rozpuštěny na ledě. 
2) K buňkám bylo připipetováno 1 µg plazmidové DNA. Po důkladném promíchání 
byla směs přenesena do sterilní vychlazené elektroporační kyvety o velikosti štěrbiny 
2 mm. 
3) Byl nastaven elektroporátor s těmito hodnotami uvedených v tabulce 4: 
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Tabulka 4: Nastavení hodnot parametrů pro elektroporaci E. coli 
Parametr   Hodnota 
Napětí [V] 2500 
Odpor [Ω] 200 
Elektrická kapacita [µF] 25 
 
4) Proběhla elektroporace. 
5) Okamžitě po elektroporaci byla k buňkám přidáno 500 µl LB média. Je důležité, aby 
se médium dostalo k buňkám do 20 sekund po elektroporaci. 
6) Na LB misky byla vyseta buněčná suspenze v těchto objemech: 10 µl, 100 µl 
a zbytek objemu v elektroporační kyvetě. 
7) Po elektroporaci termosenzitivního plazmidu byly buňky inkubovány po dobu 
2 hodin při teplotě 29 °C a 150 rpm. 
8) Po 2 - 3 dnech byly spatřeny narostlé kolonie. 
 
Miniizolace plazmidů 
 Z kolonií, které vyrostly po elektroporaci ligační směsi do E. coli na selektivní Petriho 
misce, byla dělána miniizolace. To znamená, že z relativně malého množství buněk, které 
vyrostly na selektivním médiu, byl vyizolován plazmid. Následnou agarózovou 
elektroforézou, bylo podle velikosti vyizolovaných plazmidů určeno, zda byla ligace úspěšná.   
 Zde je uveden postup miniizolace plazmidů:   
1) Kolonie, které po elektroporaci vyrosly na agarové misce, byly rozetřeny na novou 
LB Petriho misky s přídavkem 150 µg/ml erythromycinu na plochu zhruba 2x2 cm 
a inkubovány při teplotě 29 °C po dobu dvou dnů.  
2) Plocha narostlých buněk byla setřena a pečlivě rozsuspendována ve 100 µl roztoku 
GET. 
3) K suspenzi bylo přidáno 200 µl alkalického SDS, které bylo promícháváno 
důkladným převracením zkumavky. 
4) K lyzátu bylo připipetováno 75 µl neutralizačního roztoku a byl mícháno tak dlouho, 
dokud suspenze nebyla slizovitá. 
5) Suspenze byla stočena na stolní centrifuze po dobu 10 minut při maximálních 
otáčkách. 
6) Supernatant byl přepipetován do nových mikrozkumavek. K němu bylo přidáno 500 
µl ledově vychlazeného 100 % izopropanolu. Zkumavky byly na 20 minut umístěny do 
mrazáku, kde se srážela plazmidová DNA. 
7) Vymrazené vzorky byly centrifugovány na stolní odstředivce po dobu 10 minut při 
maximálních otáčkách. 
8) Sediment byl vysušen a rozsuspendován v 50 µl demineralizované vody. 
9) Agarózovou elektroforézou byla určena přibližná velikost plazmidu. 
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4.2.3. Mutageneze pomocí alelické výměny 
 Cílená mutageneze pomocí alelické výměny se používá pro vnášení specifických změn do 
chromozomální DNA S. zooepidemicus. Tato metoda je založena na principu homologní 
rekombinace a replikace plazmidu v bakteriální buňce. Princip metody je znázorněný na 
obrázku 6. Homologní rekombinace je postup cíleného nahrazení úseku genomické DNA, její 
okrajové části mají vysokou sekvenční homologii s okrajem nahrazeného úseku. Pomocí 
homologní rekombinace lze gen cíleně inaktivovat či odstranit (gene knock-out), nebo lze 
vnést do genu předem připravenou mutaci (gene knock-in).  
 
Obrázek 6. Mutageneze alelickou výměnou. Dvojitou rekombinací se cílová DNA (deleční kazeta 
dcovRS) začlení do chromozomální DNA. Upraveno dle [41]. 
 
Příprava elektrokompetentních buněk Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 
 Elektrokompetentní buňky streptokoka byly připravovány za sterilních podmínek podle 
následujícího postupu: 
1) Z čerstvé misky byla přeočkována izolovaná kolonie S.equi subsp. zooepidemicus do 
2 ml tekutého MCY média a přes noc byla inkubována při teplotě 37 °C a 150 rpm. 
2) 200 µl z noční kultury bylo přeočkováno do 20 ml MCY média. Kultura opět byla 
inkubována přes noc při teplotě 37 °C a 150 rpm.  
3) Celá noční kultura byla přelita do 200 ml MCY média, do kterého bylo přidáno 5 mg 
bovinní hyaluronidázy a 5 mg lyzozymu a inkubováno 2 - 3 hodiny při teplotě 37 °C 
a 150 rpm. 
4) Kultura byla po 10 minut chlazena na ledu a poté odstředěna po dobu 15 minut při 
5000 rpm. 
5) Od usazených buněk bylo odstraněno médium a následně byly 4x promyty sterilní 
chlazenou vodou.  
6) Po promytí bylo k odstředěným buňkám přidáno 500 µl demineralizované vody 
a 100 µl sterilního vychlazeného 80% glycerolu. 
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7) Na závěr byly buňky rozpipetovány po 75 µl do vychlazených mikrozkumavek 
a uchovány při teplotě -80 °C. 
 
Elektroporace Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 
 Transformace S. equi subsp. zooepidemicus pomocí elektroporace probíhala podle 
následujícího postupu: 
1) Připravené elektrokompetentní buňky byly rozpuštěny na ledě. 
2) K buňkám bylo připipetováno 1 µg plazmidové DNA. Po důkladném promíchání 
byla směs přenesena do sterilní vychlazené elektroporační kyvety o velikosti štěrbiny 
1 mm. 
3) Byl nastaven elektroporátor s těmito parametry uvedené v tabulce 5. 
 
Tabulka 5: Hodnoty pro nastavení elektroporátoru S. equi subsp. zooepidemicus 
Parametr Hodnota 
Napětí [V] 1250 
Odpor [Ω] 600 
Elektrická kapacita [µF] 25 
 
4) Proběhla elektroporace. 
5) Okamžitě po elektroporaci byla k buňkám přidáno 500 µl THY média. Je důležité, 
aby se médium dostalo k buňkám do 20 sekund po elektroporaci. 
6) Suspenze byla rozpipetována po 10 µl, 100 µl a zbývajího objemu na LB Petriho 
misky. 
7) Kolonie byly pozorovány po 1 - 2 dnech kultivace při 37 °C. 
 
Polymerázová řetězová reakce 
 Polymerázová řetězová reakce (PCR - polymerase chain reaction) je metoda rychlé syntézy 
definovaného úseku DNA. Metoda je velmi citlivá a jako teplát postačí velmi malá 
koncentrace nepoškozené DNA. Návrh oligonukteotidových primerů vychází ze znalosti 
sekvence DNA. Definovaný úsek, který má být amlifikován, musí být ohraničen dvěma 
primery, které jsou komplementární k 3' a 5' -koncovým sekvencím amplifikovaného úseku. 
 
 Samotná reakce se skládá ze tří základních kroků: 
 Denaturace DNA 
 Při teplotě 94 - 98 °C dochází k denaturaci DNA. Znamená to, že dochází k oddělení 
řetězců teplátové DNA, čímž vznikají jednořetězcové molekuly.  
 
 Nasedání primerů na komplementární sekvence 
 Dva primery, komplementární k hraničním úsekům cílové DNA, se naváží na specifickou 
sekvenci jednořetězcové DNA. Na primer se poté naváže DNA polymeráza. Proces probíhá 
při teplotě 50 - 60 °C. 
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 Syntéza nového vlákna 
 Termostabilní DNA polymeráza katalyzuje syntézu nového řetězce ve směru 5' → 3'. 
Tento krok probíhá při teplotě 68 - 72 °C. 
 
  Podmínky PCR a složení reakční směsi použité v této práci jsou uvedeny v tabulce 6 
a tabulce 7. Reakce probíhala v 30 cyklech. 
 
Tabulka 6: Podmínky pro PCR 
 Teplota [°C] Čas [s] 
Počáteční denaturace 98 30 
Denaturace 98 15 
Navázání primerů 55 30 
Polymerizace 72 180 
Dokončení syntézy 72 300 
 
Tabulka 7: Reakční směs pro PCR 
Komponenty Objem [µl] 
Herculase 5x pufr 2 
25 mM MgCl2 0,8 
primer covRS up 0,4 
primer covRS down 0,4 
dNTP 23 
polymeráza Herculase 0,1 
buněčný lyzát 1 
dH2O 4,9 
 
Příprava buněčného lyzátu S. equi subsp. zooepidemicus pro koloniovou PCR 
 Koloniová PCR je modifikací konvenční PCR. Jako matrice slouží DNA u buněčného 
lyzátu. Lyzát Streptococcus equi subsp. zooepidemicus se připraví mechanickým drcením 
buněk skleněnými kuličkami (Glass beads, Sigma Aldrich) po dobu 10 minut na vortexu. Po 
centrifugaci se supernatant použije pro PCR. 
Příprava glycerinové konzervy 
 Nově získaný kmen byl zabezpečen pro další použití. Glycerinová konzerva byla 
připravena smícháním 1000 µl noční kultury s 250 µl 80% glycerolu. Suspenze byla 
připravována ve speciálních kryozkumavkách, které byly skladovány při teplotě - 80 °C. 
4.2.4. Kultivace ve fermentorech 
Stanovení optické hustoty 
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 Optická hustota (OD - optical density) slouží ke stanovení množství biomasy v kultuře. 
Optická hustota se měří při vlnové délce 600 nm. Vzorek je porovnávám se slepým vzorkem 
(blank), kterým je čisté kultivační médium nebo demineralizovaná voda. Pokud OD600 
přesáhne hodnotu 1, je pro přesnější měření vzorek naředěn. Měření byla prováděna na 
UV/VIS spektrometru Rayleigh UV2601. 
Kultivace bakteriálních buněk 
 Bakteriální kmeny jsou uchovávány v hlubokomrazicím boxu při teplotě -80 °C ve 
speciálních kryovialkách. Jako kryokonzervat byl použit glycerol.  
 Z kryokonzervy byla odebrána bakteriologická klička buněčné suspenze a křížovým 
roztěrem byla rozetřena po celé ploše agaru v Petriho misce. Kultura byla inkubována na 
pevné živné půdě do druhého dne při teplotě 37 °C. Narostlé kolonie byly okometricky 
zkontrolovány, zda není přítomná kontaminace. V případě, že nebyly přítomné nežádoucí 
mikroorganismy, byly kolonie použity pro přípravu tekuté bakteriální kultury. Ta byla 
kultivována 7 - 8 hodin při 37 °C, pokud dále bylo třeba mít buňky v exponenciální fázi nebo 
přes noc při 37 °C, pokud byla vyžadována stacionární fáze. 
Příprava inokula pro fermentaci 
 Z agarové misky bylo zaočkováno jednou bakteriologickou kličkou do 100 ml tekutého 
WE1 média. Zkoumaným kmenem byl nově připravený SEZ ∆covRS, jako kontrola byl 
použitý mateřský kmen SEZ CO4A. Po zaočkování kultura po dobu 7 - 8 hodin, teplotě 37 °C 
a 150 rpm umístěna do třepačky. Následně byla změřena optická hustota bakteriální suspenze. 
Fermentory Sixfors se zočkovaly takovým množstvím, které koresponduje s objemem 12 ml a 
optickou hustotou A600=0,5 v případě Sixfors. 
Příprava fermentorů Sixfors 
 Fermentory Sixfors jsou laboratorní bioreaktory, které vyžadují pečlivé složení aparatury. 
Vhodným pracovním objemem kultivačního média je 300 ml. Do každé nádoby bylo tedy 
nalito 300 ml produkčního WE1 média, přidáno 5 kapek odpěny (Antifoam 204). Na nádobu 
byla svorkou připevněna zbývající část fermentoru obsahující chladič, pH sondu, inokulační 
port a pumpu na přívod hydroxidu sodného. Volné porty, hadičky pumpy a vývod chladiče 
byly pomocí svorek, filtrů na transparentních tepluvzorných hadiček zabezpečeny tak, aby se 
zamezilo kontaminace. Fermentory byly autoklávovány po dobu 20 minut při teplotě 121 °C. 
Po sterilizaci byly bioreaktory zapojeny do fermentačního systému - hadičky chladiče byly 
napojeny na vodní oběh, na pH sondu byl našroubován příslušný konektor s kabelem, jedna 
hadička pumpy byla zapojena do systému, druhá byla nasunuta na zásobní roztok 20% 
hydroxidu sodného, sloužící k úpravě pH. Před samotnou kultivací byl fermentor spuštěn, aby 
se ustálily nastavené kultivační podmínky.  
Kultivace ve fermentorech Sixfors 
 Před samotnou kultivací byly nastaveny tyto podmínky, uvedené v tabulce 8. 
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Tabulka 8: Parametry pro kultivaci Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 
Parametr Hodnota 
Délka kultivace [hod] 16 
Teplota [°C] 37 
pH 7 
Počet otáček [1/min] 300 
Aerace [vvm] 0,5 
 
4.2.5. Stanovení výtěžku kyseliny hyaluronové 
Srážení kyseliny hyaluronové 
 Po ukončení fermentace byla vzniklá kultivace přelita do kádinky. Byl přidán roztok 
EDTA a SDS v množství 10 ml roztoku na 1 litr kultury, který slouží k oddělení kyseliny 
hyaluronové od zbytku buňky. Po 30 minutovém působení bylo naváženo 250 g kultury. Toto 
množství bylo pro snazší manipulaci doplněno na 1 l. Naředěná kultura byla přefiltrována 
přes deskový filtr HS800 (Pall) do třílitrové kádinky, která obsahovala 15 g NaCl. Filtrát byl 
intenzivně promíchávám hřídelovým míchadlem. Po rozpuštění soli bylo upraveno pH 
kyselinou octovou na pH 5,0. Poté bylo velmi pozvolna přiléváno přibližně 1700 ml 86 % 
izopropanolu. Následně bylo přidáno ještě 300 ml 100% izopropanolu. Zpomalila se rychlost 
otáček přibližně na 200 rpm a kyselina hyaluronová se začala srážet ve formě bílých vloček. 
Po 10 minutách pozvolného promíchávání se vysrážená kyselina hyaluronová nechala usadit. 
Po sedimentaci byl izopropanol odstraněn a sediment byl přemístěn do 600ml plastové 
kádinky. Následovalo dvojnásobné promytí 300 ml 86 % izopropanolu. Po každé výměně 
izopropanolu byl hyaluronan dispergován UltraTurraxem T25. Poté byla kyselina 
hyaluronová promyta ještě dvakrát, a to 100% izopropanolem. Po závěrečném odstranění 
alkoholu byl hyaluronan přemístěn na skleněnou Petriho misku, která byla přes noc umístěna 
do sušárny na 60 °C.  
Určení výtěžku vyprodukované kyseliny hyaluronové 
 Množství vyprodukované kyseliny hyaluronové bylo určeno zvážením vysušené kyseliny 
hyaluronové na laboratorních vahách Adventurer Pro (Ohaus). Obsah sušiny byl určen 
pomocí sušicích vah HR73 (Mettler Toledo). Teplota sušení byla nastavena na 120 °C. 
Výtěžek kyseliny hyaluronové na konci kultivace byl vyjádřen jako množství izolované 
kyseliny hyaluronové v g/l na 100% sušinu.  
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
5.1. In silico analýza 
 V programu BLAST byly zvoleny dvě homologní sekvence ohraničující o velikosti 600 bp 
ohraničující sekvenci genů systému CovRS. Byla navržena deleční kazeta a to tak, že 
z vybraného úseku mezi homologními sekvencemi byly eliminovány geny covR a covS. 
Samotná navržená deleční kazeta měla na svých koncích štěpná místa pro restrikční 
endonukleázy EcoRI a BglII. Syntéza kazety byla zadána firmě Genscript (USA). 
 
5.2. Příprava klonovacího vektoru 
5.2.1. Příprava linearizovaného plazmidu 
 Plazmid pTE10t je kyvadlový (shuttle) vektor schopný replikace v E. coli i SEZ. Má 
termosenzitivní replikon a erythromycinovou rezistenci (Obrázek7.) 
 
Obrázek 7: Schéma plazmidu pTE10t. 
 Plazmid pTE10t, byl štěpen restrikčními enzymy BglII a EcoRI. Vznikl lineární fragmet 
o velikosti 3963 bp, jehož velikost byla ověřena pomocí 1% gelové elektroforézy (obrázek 9). 
Restrikční endonukleázy vytvořily na linearizovaném plazmidu lepivé konce důležité pro 
ligaci s deleční kazetou. Po ověření správnosti byl z gelu fragment vystřižen a přečištěn 
pomocí Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) 
5.2.2. Příprava deleční kazety 
 Navržená deleční kazeta byla objednána u firmy GenScript (USA), která ho dodala ve 
formě derivátu pUC19 jako pUC57-dcovRS (Obrázek 8). 
 
Obrázek 8: Schéma plazmidu pUC57-dcovRS. 
upstream covRS 446...1045
downstream covRS 1795...2400
ColE1 origin 3538...2856
beta-lactamase AmpR 4295...3636
pUC57-dcovRS
4693 bp
chloramphenicol resistance 1052...1794
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 Deleční kazeta byla ohraničena dvěma sekvencemi o velikost 600 bp, které v divokém 
kmenu S. equi subsp. zooepidemicus H70 ohraničují gen CovRS. Celý konstrukt měl na 
koncích štěpná místa pro restrikční endonukleázy EcoRI a BglII. Těmito enzymy byla kazeta 
vyštěpena.  Po štěpení proběhla gelová elektroforéza, ze které byl izolován fragment (deleční 
kazeta) o velikosti 1962 bp (obrázek 9). 
 
Obrázek 9: Ověření velikosti plazmidů po štěpení plazmidů restrikčními endonukleázami. 1. dráha - 
1kDa žebříček (Invitrogen), 2. dráha linearizovaný pTE10t, 3. dráha naštěpený plazmid pUC57-
dcovRS 
5.2.3. Ligace, elektroporace E. coli XL-1 
 Linearizovaný plazmid pTE10t a deleční kazeta byly ligovány pomocí T4 ligázy. Ligační 
směs byla přes noc udržována při teplotě 4 °C. Následující den byla směs opět přečištěna 
pomocí Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Následně bylo 
elektroporováno 10 µl  ligační směsi (odpovídá přibližně 1 µg plazmidové DNA) do 50 µl 
elektrokompetentního kmene E. coli XL-1. Elektroporované buňky byly 2 hodiny  
kultivovány v 0,5 ml LB média při teplotě 29 °C. Následně byla suspenze vyseta na agarové 
LB Petriho misky s přídavkem 150 µg/ml erythromycinu  a při teplotě 29 °C inkubována po 
dobu dvou dnů. Z kolonií, které vyrostly na Petriho misce, byla dělána miniizolace plazmidů. 
Hledaný plazmid byl velký 5924 bp (obrázek 10). Jeho správnost byla potvrzena agarózovou 
elektroforézou (obrázek 11) i restrikční analýzou (obrázek 12). Nově vzniklý plazmid byl 
pojmenován pTE10t-dcovRS. 
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Obrázek 10: Schéma nově vznikého plazmidu pTE10t-dcovRS. 
 
 
Obrázek 11: Miniizolace plazmidů. 1. dráha SC DNA žebříček (Invitrogen), 2. dráha plazmid 
nesprávné velikosti, 3.-6. plazmidy hledané velikosti. 
 
 
thermosensitive replicase 1...699
upstream covRS 1680...2279
AatII site for CAT deletion 2280...2285
Erytromycin resistance 4598...3861
downstream covRS 3035...3634
AatII site for CAT deletion (2nd) 3029...3034
pTE10-dcovRS
5924 bp
chloramphenicol acetyl transferase 2936...2286
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Obrázek 12: Restrikční analýza domnělého pTE10t-dcovRS. 1. dráha 1kDa žebříček, 2. dráha pTE10t-
dcovRS štěpený enzymy BglII a EcoRI. 3. dráha pTE10t-dcovRS štěpený enzymem EcoRI. 
 Kolonií pozitivní na pTE10t-dcovRS bylo zaočkováno 100 ml LB média s přídavkem 
s 150 µg/ml erythromycinu, které bylo třepáno při 29 °C při 150 rpm. Po dvou dnech 
kultivace byla z 1 ml vytvořena glycerinová konzerva. Ze zbytku kultury byl plazmid pTE10t-
dcovRS vyizolován a zamražen při teplotě -20°C.  
 
5.3. Mutageneze 
5.3.1. Transformace SEZ 
 Do 50 µl elektrokompetentních buněk SEZ bylo elektroporováno 1 µl plazmidu pTE10t-
dcovRS. Elektroporované buňky byly 2 hodiny  kultivovány v 0,5 ml THY média při teplotě 
29 °C. Následně byla suspenze vyseta na agarové THY Petriho misky s přídavkem 0,05 µg/ml 
erythromycinu  a při teplotě 29 °C inkubována po dobu dvou dnů.  
5.3.2. Teplotní šoky a pasážování 
 Mutageneze kmene SEZ CO4A byla provedena dvěma po sobě jdoucími tepelnými šoky 
(heat shock). Plazmid pTE10t-dcovRS obsahuje termolabilní replikon, to znamená, že není 
schopný replikace při teplotě nad 30 °C.  
 První teplotní šok 
 Teplotní šok znamená, že jsou buňky SEZ obsahující plazmidy pTE10t-dcovRS 
kultivovány po dobu 2 - 4 hodin a teplotě 41 °C. Poté buňky byly vysety na Petriho misky 
s THY agarem o koncentraci erythromycinu 0,05 µg/ml a kultivovány přes noc při 37 °C. 
V těchto podmínkách mohli přežít pouze v případě, že rekombinace byla úspěšná. To 
znamená, že se plazmid se začlenil do chromozomu.  
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 Pasážování 
 Byl vybrán jeden klon rezistentní na erythromycin, který byl vystaven kontinuálnímu 
pasážování ve 2 ml THY a teplotě 29 °C. V tomto okamžiku se aktivuje plazmidový replikon, 
čímž je buňka nucena zbavit se ho z chromozomu, a tím se dostaví druhá rekombinace.  
  Druhá mutageneze 
 Jsou dvě možnosti toho, jak proběhne druhá rekombinace. Za prvé, rekombinace nastane 
na stejné homologní sekvenci jako na počátku a chromozom přejde zpět do počátečního stavu. 
Za druhé, rekombinace nastane na jiné homologní sekvenci a dojde k výměně plazmidové 
a chromozomální DNA. 
  Druhý tepelní šok a pasážování 
 Druhý tepelný šok pomůže vymýt plazmid z buněk. Po několika pasážích a následných 
teplotních šocích byl vybrán erythromycin-senzitivní klon, který byl testován na přítomnost 
genů covRS.  
5.3.3. Ověření úspěšnosti homologní rekombinace metodou PCR 
 Pro analýzu byla použita metoda PCR (polymerázová řetězová rekce), pro kterou jako 
templát sloužil přímo lyzát vybraných klonů (koloniová PCR). Primery použité pro PCR jsou 
v tabulce 9. CovRS deficientní kmen tvoří úsek dlouhý 1200 bp, zatímco PCR produkt 
z mateřského kmene bude dlouhý 2800 bp (obrázek 12).  
Tabulka 9: Sekvence použitých primerů 
Primer Sekvence 
covRS up TTCGGGGAGAGCTCAGTTTG 
covRS down CCTTAAAGCTTTTATAGACACTAGCAAAAC 
 
 
Obrázek 12: 1. dráha 1 kDa plus DNA žebříček (Gold Biotechnology), 2.-3. dráha amplikon 
z mutantního kmene, 4.-5. dráha amplikon z kmene s neúspěšnou delecí. 
 Z procesu mutageneze byly pouze 2 klony ze 178 testovaných negativní na přítomnost 
sekvence genů covRS. Testování pomocí PCR bylo prováděno dvakrát, aby bylo povrzeno, že 
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nalezené klony jsou správné. V obou případech tyto mutanti vykazovali stejné výsledky. 
Výsledný kmen byl označen SEZ ∆covRS. Jeden z klonů SEZ ∆covRS byl vybrán a použit na 
testování produkce kyseliny hyaluronové. 
 
5.4. Kultivace ve fermentorech 
 Po vytvoření kmene SEZ s deleční kazetou dcovRS (SEZ ∆covRS) bylo prověřeno, zda 
delece genů covR a covS, přispěla ke zvýšení produkce kyseliny hyaluronové. Kultivace 
probíhala v laboratorních fermentorech Sixfors od firmy Infors HT. Během testování nově 
vytvořeného kmene SEZ ∆covRS byla použita kontrola, a to produkční kmen SEZ CO4A.  
5.4.1. Příprava inokula 
 Inokulum byl připraveno kultivací kmenů SEZ na THY agaru. Z viskózní kutrury byla 
nabrána jedna mikrobiologická klička, která byla přenesena do 100 ml Wheat E1 média. Po 
8 - 9 hodinách kultivace při 37 °C bylo do fermentorů Sixfors obsahující 0,3 l Wheat E1 
maximálního média přidáno inokulum. Inokulovalo se takovým množstvím, které 
koresponduje s objemem 12 ml a optickou hustotou A600=0,5 v případě Sixfors.  
5.4.2. Kultivace v bioreaktoru 
 Kultivace probíhala za podmínek uvedených v tabulce 10. Je důležité, aby se parametry 
nastavily před kultivací, aby se před inokulací ustálily podmínky.  
Tabulka 10: Parametry pro kultivaci Streptococcus zooepidemicus subsp. equi. 
Parametr Hodnota 
Délka kultivace [hod] 16 
Teplota [°C] 37 
pH 7 
Počet otáček [1/min] 300 
Aerace [vvm] 0,5 
 
5.5. Určení výtežku kyseliny hyaluronové 
Stanovení výtěžku kyseliny hyaluronové gravimetrickou metodou má 3 základní kroky: 
 Filtrace 
Po kultivaci bylo odebráno 250 g kultury a k ní bylo přidáno 5 ml roztoku EDTA s SDS 
Pro snažší filtraci byla suspenze naředěna destilovanou vodou na objem 1 l a poté 
přefitrována vakuovým filtrem.  
 
 Srážení a promývání isopropanolem 
Filtrát byl za stálého míchání hřídelovou míchačkou vysrážen pomocí 15 g NaCl a cca 
1,7 l 80 % izopropanolu a 0,5 l 100 % isopropanolu. Hyaluronan se vytvořil v podobě bílých 
vloček, které se nechali usadit. Sediment se následně promyl 4x a zturraxoval v izopropanolu. 
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 Sušení a vážení 
Kyselina hyaluronová byla do druhého dne sušena při 60 °C. Poté byla stanovena sušina 
vzorku, která byla přepočítána na výtěžek v gramech na litr.  
 Celkem bylo vykonáno 12 kultivací. Šest kultivací bylo prováděno s kontrolním kmenem 
SEZ CO4A a šest s nově vytvořeným kmenem SEZ ∆covRS. Výtěžky jednotlivých kultivací 
jsou uvedeny v tabulce 11. 
Tabulka 11: Porovnání výtěžku produkčního kmene SEZ CO4A a nově připraveného SEZ ∆covRS. 
Kmen SEZ CO4A SEZ ∆covRS 
Výtěžky kys. 
hyaluronové (g/l) 
5,62 5,4 
4,89 5,58 
4,57 5,43 
4,18 4,38 
5,37 6,10 
5,49 6,09 
Průměr (g/l) 5,02 5,50 
 
 Z tabulky je patrné, že delece genů covR a covS významně ovlivňuje biosyntézu kyseliny 
hyaluronové. V covRS-deficientním kmeni došlo k 9% nárůstu výtěžku. Pro přesnější závěry 
je třeba mít větší množství dat. I když kmen SEZ ∆covRS vykazuje vyšší produktivitu 
kyseliny hyaluronové, jeho použití v průmyslovém měřítku zatím není možné. Prvně je třeba 
provést větší počet kultivací, a to nejen ve fermentorech typu Sixfors, ale i v dalších 
bioreaktorech v stále se zvětšujícím objemu. Pokud by v dalším testování obstál, je možné 
uvažovat o jeho použití v průmyslovém měřítku.   
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6. ZÁVĚR 
 
 Tato práce popisuje konstrukci CovRS- deficientního kmene Streptococcus equi subsp. 
zooepidemicus SEZ ∆covRS, u kterého byl předpoklad vyšší produktivity kyseliny 
hyaluronové. K jeho přípravě byl použit  termosenzitivní plazmid pTE10t, který je schopný 
množit se jak v Escherichia coli, tak i Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Dalším 
nezbytným krokem bylo vyštěpení deleční kazety  dcovRS z komerčně nasyntetizovaného 
(Genescript) plazmidu pUC57-dcovRS.  Ligací deleční kazety a linearizovaného plazmidu 
pTE10t vznikl mutační vektor pTE10t-dCovRS, který byl elektroporován do kmene E.coli  
XL-1. Po ověření předpokládané velikosti plazmidu, byl mutační vektor namnožen 
a transformován do SEZ CO4A.  Pomocí teplotních šoků a pasážování byly navozeny 
podmínky pro dvojitou rekombinaci, díky níž došlo k začlenění deleční kazety do 
chrozomální DNA Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Vznikl tak mutantní kmen SEZ 
∆covRS. Pomocí kultivací ve fermentorech bylo potvrzeno, že delece genů covR a covS má 
vliv na navýšení produkce kyseliny hyaluronové.  Aby mohl být kmen SEZ ∆covRS použitý 
v průmyslovém měřítku, musí být kultivace mnohokrát zopakována a především provedena 
ve fermentorech o větším objemu. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
ATP     adenosin trifosfát 
bp      base pair, určuje velikost nukleových kyselin 
dH2O     demineralizovaná voda 
DNA     deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleová kyselina 
dNTP    deoxyribonukleotid trifosfát 
EDTA     kyselina ethylendiamintetraoctová 
HA     hyaluronic acid, kyselina hyaluronová 
HAS     hyaluronan syntáza 
kol.      kolektiv 
NADH    nikotinamidadenindinukleotid 
OD     optical density, optická hustota 
PCR     polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce 
RNA     ribonucleic acid; kyselina ribonukleová 
rpm     revolutions per minute, otáčky za minutu 
SDS     sodium dodecylsulfate; dodecylsíran sodný 
SEZ     Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 
subsp.    subspecies, stupeň biologické klasifikace     
UDP     uridin trifosát 
vvm     volume per volume per minute 
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9. PŘÍLOHY 
 
1. Sekvence genu covR z Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 
ATGACAAAGAAAATTTTAATTATCGAAGATGAAAAGAATCTTGCAAGATTTGTTTCGCTTGAGCTACAACATGAG
GGTTACGAGGTGACCGTCGAGGTTAATGGTCGTGAGGGCTTGGAGACAGCCCTAGAGAAGGACTTTGACTTAATC
CTTCTTGATTTGATGCTTCCTGAGATGGACGGATTTGAAGTGACACGTCGCTTGCAAACAGAAAAAACGACTTAC
ATCATGATGATGACTGCGCGTGACTCTATTATGGACGTTGTAGCCGGCTTGGATCGTGGTGCTGATGATTATATC
GTGAAGCCATTTGCCATTGAGGAATTGCTGGCGCGTATTCGTGCTATCTTCCGTCGTCAGGACATTGAGTCAGAG
AAAAAGACTCCTAGTCAAGGCGTTTACCGCGACTTAGTCTTAAACCCTCAAAACCGCTCTGTCAATCGCGGTGAT
GACGAGATTTCACTGACTAAGCGTGAATATGACCTGCTTAATATTTTGATGACAAACATGAATCGTGTCATGACT
CGTGAGGAGCTCTTGTCTAACGTTTGGAAATATGACGAGGCTGTTGAAACTAACGTTGTTGATGTTTATATTCGT
TACCTTCGTGGGAAGATCGATATCCCTGGGAAAGAGTCTTACATTCAAACTGTTCGTGGAATGGGTTATGTGATT
CGCGAGAAATAA 
 
2.  Sekvence genu covR z Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 
ATGGCAAAACAGAAAAAATATAAGAAAACGTTACCAAAACGTTTATCGAATCTTTTTTTCGTTCTCTTCTTTTGC
ATTTTCTCTGCCTTTACCCTACTCGCTTATATTTCAACAAACTACTTTTTGTTGAAACGAGAAAAGCAAACTATT
TTTCAGGCTGTTAACATTGTTAGAGTTCGTCTCTCTGAGGTGGACTCTAATTTTACGTTAGAGAATTTAGCAGAG
GTTCTCTATAAAAATGACAGAACGCATTTAAAGATTGATGACGCAAATGGCAGTCGTATTATCAGAAGTGAACGA
GATATCACCAACACGCTCAATGCCAATGAGGATATCTATGTCTACAATGTTGATAAGCAAATGATCTTCACAACA
GATGACGAAGAGGCCTCGCCAGGCTTAAATGGAACTATTGGTAAGGTAACCAAGGACCACATTGAGGAGCAATAC
AAGGGCTTTTCAATGACTCAGAAGGTCTACTCTAATAAGACAGGGAAGTTTGTAGGCTATGTTCAGGTTTTCCAT
GACTTGGAAAACTACTACATGATCAGAGCACGCCTCTTCTTCTGGCTTTTGGTGGTTGAGCTCTTTGGGGTTGGT
CTGGCGTATTTCATTATCTTAATTGTCACACGCAACTTCTTGAAGCCTCTGAACAATCTTCATGATGTGATGCGG
ACAATTTCCAAAAATCCAGATAATCTGATGCTGCGCTCGGGTATTTCCTCAGGTGATGAAATTGAGGAATTGTCC
GTTATTTTTGATAAAATGCTTGATAAGATTGAGACGCATACACGATTGCAATCAAGATTTATTAGTGATGTCAGT
CATGAGCTGCGCACGCCAGTTGCCATTATCAAGGGGCATATTGGATTATTGCAGCGCTGGGGCAAGGACGATAGT
GCTATTTTAGATGAAAGCCTCACTGCAGCTGCGCATGAGGTTGACCGAATGGCTATTATGATCAATGACATGCTT
GATATGATCCGAGTACAGGGGTCCTTTGAAGGGCATCAAAATGATACAACTGTTTTAGAGAGCTCTATTGAAACC
GTTGTTGGTAATTTTAGGGTCCTGCGTGAGGATTTTGATTTTACCTGGTACTCTGAAAATCAAAGAACCCTAGCC
AAGATTTATAAAAATCATTTTGAGCAGGCTCTGATGATTTTGATAGATAATGCGGTCAAGTATTCTAGGAAGGAA
AAGAAAATCGTCATAGAATTAGCGGTTAATGCTAGCAATGAAGCTGTGGTTAAGGTCAAAGACAGAGGTGAGGGG
ATCTCAGAAGAGGATATTAAGCATATTTTTGAGCGCTTCTACCGCACCGATAGGTCCAGAAATCGAACCAGCACC
CAAGCAGGTCTTGGGATTGGCTTATCCATTTTAAAGCAAATTGTTGATGGCTATCATTTACATATGGAGGTTGAG
AGTGAGCTAAATAAAGGGTCGGTCTTTATTTTGCGGATTCCCTTAGCTGATCATCAAGGCTCATAG 
3.  Sekvence deleční kazety dcovRS 
GAATTCGAGCTTCGGGGAGAGCTCAGTTTGATGACGGCTTGTATCTATTAGAGTATCAGCTGGGCTATCAGATTA
CCCTGCCCTCGAGCCGTTCCATGACGCCTGTTGTCTTAGATGAGATGCAGACGGTTCAGGAGCTGTTTATCGAGG
AAGCAGATGTGGCAAGTAAGCAGGAAATGGTTGATGAAAACCTTGTCTTAGTCTTATCAGAGGGTCAGCTTGACC
TTGAAGAGAGTATTATTGACAATATTTTGTTGGCGATTCCCTTGCAGGTGTTGACAGAGGCTGAAAAGGAGTCAC
AAACCTTGCCGACAGGGGAGGATTGGGCAGTCTTAACTGAGGAGCAATACCAGGCCCAGCAGAAGGAAAAAGCAA
AAGACAACAGTCCTTTTGAGGGCTTACAGGGTCTTTTTGATGAGTAAAAATAAAAATTAAAGATGTCTGTATTTT
TTATTTGAAAAAAGAACAGTTGTCTGGTATACTTTATAAATATACGGCATATTAGTCATTTTGATGACTAAATAG
CAATACTTGATTAATATAAAATGGATGAATCTTGTACATAGCTGATAAGGGGTTGTGATACAGGAAGTAAGGATT
GGTGTAGACGTCTTATAAAAGCCAGTCATTAGGCCTATCTGACAATTCCTGAATAGAGTTCATAAACAATCCTGC
ATGATAACCATCACAAACAGAATGATGTACCTGTAAAGATAGCGGTAAATATATTGAATTACCTTTATTAATGAA
TTTTCCTGCTGTAATAATGGGTAGAAGGTAATTACTATTATTATTGATATTTAAGTTAAACCCAGTAAATGAAGT
49 
 
CCATGGAATAATAGAAAGAGAAAAAGCATTTTCAGGTATAGGTGTTTTGGGAAACAATTTCCCCGAACCATTATA
TTTCTCTACATCAGAAAGGTATAAATCATAAAACTCTTTGAAGTCATTCTTTACAGGAGTCCAAATACCAGAGAA
TGTTTTAGATACACCATCAAAAATTGTATAAAGTGGCTCTAACTTATCCCAATAACCTAACTCTCCGTCGCTATT
GTAACCAGTTCTAAAAGCTGTATTTGAGTTTATCACCCTTGTCACTAAGAAAATAAATGCAGGGTAAAATTTATA
TCCTTCTTGTTTTATGTTTCGGTATAAAACACTAATATCAATTTCTGTGGTTATACTAAAAGTCGTTTGTTGGTT
CAAATAATGATTAAATATCTCTTTTCTCTTCCAATTGTCTAAATCAATTTTATTAAAGTTCATTTGATATGCCTC
CTAAATTTTTATCTAAAGTGAATTTAGGAGGCTTACTTGTCTGCTTTCTTCATTAGAATCAATCCTTTTTTAAAA
GTCAAGACGTCCTGTATACCTGCCTGAGTATCTAGTAGATGCTCAGGCTTTTGACTGTTCTAATGTGTGGTGTGA
TGATGGGGTGTTTATCAGGGAAGGAGGGCTCTTGGAGGTAAACCTGAGTGCTTGTCTATTCTTTTGTTATCCCTA
AAATTATGGTAAAATAGGGTATTAGATTAACGATAGAATTGGGGTGTTTGCGTGCGTTGTCCGAAATGTAACTAT
AATAAGTCAAGTGTTGTTGATAGTAGACAGGCAGAAGATGGCAATACGATTCGTCGCCGCAGAGAATGCGAAAGC
TGTCACACGCGCTTTACAACCTTTGAGCGCTTAGAAGAGCTTCCATTACTAGTGATCAAAAAGGACGGGACTAGA
GAGCAGTTTTCAAGAGATAAAATCTTAAATGGTGTTGTTCAAAGTGCCCAAAAGCGTCCGGTGTCAAGTACTGAC
ATTGAAAATCTCATTTCTCGCATTGAGCAGAAGGTTCGTACAGCCTATGAAAATGAGGTGTCAAGTACTGTTATT
GGCAATCTGGTGATGGAGGAATTAGCAGAGCTTGATGAGATTACCTATGTTCGTTTTGCTAGTGTCTATAAAAGC
TTTAAGGATTTAGATCT 
 
4.  Sekvence plazmidu pTE10t-dcovRS 
ATGGCTATTAAAAATACTAAAGCTAGAAATTTTGGATTTTTATTATATCCTGACTCAATTCCTAATGATTGGAAA
GAAAAATTAGAGAGTTTGGGCGTATCTATGGCTGTCAGTCCTTTACACGATATGGACGAAAAAAAAGATAAAGAT
ACATGGAATAATAGTAATATTATACAAAATGGAAAGCACTATAAAAAACCACACTATCACGTTATATATATTGCA
CGAAATCCTGTAACAATAGAAAGCGTTAGGAACAAGATTAAGCGAAAATTGGGGAATAGTTCAGTTGCTCATGTT
GAGATACTTGATTATATCAAAGGTTCATATGAATATTTGACTCATGAATCAAAGGACGCTATTGCTAAGAATAAA
CATATATACGACAAAAAAGATATTTTGAACATTAATGATTTTGATATTGACCGCTATATAACACTTGATGAAAGC
CAAAAAAGAGAATTGAAGAATTTACTTTTAGATATAGTGGATGACTATAATTTGGTAAATACAAAAGATTTAATG
GCTTTTATTCGCCTTAGGGGAGCGGAGTTTGGAATTTTAAATACGAATGATGTAAAAGATATTGTTTCAACAAAC
TCTAGCGCCTTTAGATTATGGTTTGAGGGCAATTATCAGTGTGGATATAGAGCAAGTTATGCAAAGGTTCTTGAT
GCTGAAACGGGGGAAATAAAATGACAAACAAAGAAAAAGAGTTATTTGCTGAAAATGAGGAATTAAAAAAAGAAA
TTAAGGACTTAAAAGAGCGTATTGAAAGATACAGAGAAATGGAAGTTGAATTAAGTACAACAATAGATTTATTGA
GAGGAGGGATTATTGAATAAATAAAAGCCCCCTGACGAAAGTCGAAGGGGGTTTTTATTTTGGTTTGATGTTGCG
ATTAATAGCAATACAATTGCAATAAACAAAATGATCTTCCTTCAGGTTATGACCATCTGTGCCAGTTCGTAATGT
CTGGTCAACTTTCCGACTCTGAGAAACTTCTGGAATCGCTAGAGAATTTCTGGAATGGGATTCAGGAGTGGACAG
AACGACACGGATATATAGTGGATGTGTCAAAACGCATACCATTTTGAACGATGACCTCTAATAATTGTTAATCAT
GTTGGTTACGTATTTATTAACTTCTCCTAGTATTAGTAATTATCATGGCTGTCATGGCGCATTAACGGAATAAAG
GGTGTGCTTAAATCGGGCCATTTTGCGTAATAAGAAAAAGGATTAATTATGAGCGAATTGAATTAATAATAAGGT
AATAGATTTACATTAGAAAATGAAAGGGGATTTTATGCGTGAGAATGTTACAGTCTATCCCCTGGCGAAAGGGGG
ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGA
GCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAATTAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAAAGGCCC
AGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCATGGGGAGACCCCACACTA
CCATCGGCGCTACGGCGTTTCACTTCTGAGTTCGGCATGGGGTCAGGTGGGACCACCGCGCTACTGCCGCCAGGC
AACGCGCTACTGCCGCCAGGCAAGAATTCGAGCTTCGGGGAGAGCTCAGTTTGATGACGGCTTGTATCTATTAGA
GTATCAGCTGGGCTATCAGATTACCCTGCCCTCGAGCCGTTCCATGACGCCTGTTGTCTTAGATGAGATGCAGAC
GGTTCAGGAGCTGTTTATCGAGGAAGCAGATGTGGCAAGTAAGCAGGAAATGGTTGATGAAAACCTTGTCTTAGT
CTTATCAGAGGGTCAGCTTGACCTTGAAGAGAGTATTATTGACAATATTTTGTTGGCGATTCCCTTGCAGGTGTT
GACAGAGGCTGAAAAGGAGTCACAAACCTTGCCGACAGGGGAGGATTGGGCAGTCTTAACTGAGGAGCAATACCA
GGCCCAGCAGAAGGAAAAAGCAAAAGACAACAGTCCTTTTGAGGGCTTACAGGGTCTTTTTGATGAGTAAAAATA
AAAATTAAAGATGTCTGTATTTTTTATTTGAAAAAAGAACAGTTGTCTGGTATACTTTATAAATATACGGCATAT
TAGTCATTTTGATGACTAAATAGCAATACTTGATTAATATAAAATGGATGAATCTTGTACATAGCTGATAAGGGG
TTGTGATACAGGAAGTAAGGATTGGTGTAGACGTCttataaaagccagtcattaggcctatctgacaattcctga
atagagttcataaacaatcctgcatgataaccatcacaaacagaatgatgtacctgtaaagatagcggtaaatat
50 
 
attgaattacctttattaatgaattttcctgctgtaataatgggtagaaggtaattactattattattgatattt
aagttaaacccagtaaatgaagtccatggaataatagaaagagaaaaagcattttcaggtataggtgttttggga
aacaatttccccgaaccattatatttctctacatcagaaaggtataaatcataaaactctttgaagtcattcttt
acaggagtccaaataccagagaatgttttagatacaccatcaaaaattgtataaagtggctctaacttatcccaa
taacctaactctccgtcgctattgtaaccagttctaaaagctgtatttgagtttatcacccttgtcactaagaaa
ataaatgcagggtaaaatttatatccttcttgttttatgtttcggtataaaacactaatatcaatttctgtggtt
atactaaaagtcgtttgttggttcaaataatgattaaatatctcttttctcttccaattgtctaaatcaatttta
ttaaagttcatttgatatgcctcctaaatttttatctaaagtgaatttaggaggcttacttgtctgctttcttca
ttagaatcaatccttttttaaaagtcaaGACGTCCTGTATACCTGCCTGAGTATCTAGTAGATGCTCAGGCTTTT
GACTGTTCTAATGTGTGGTGTGATGATGGGGTGTTTATCAGGGAAGGAGGGCTCTTGGAGGTAAACCTGAGTGCT
TGTCTATTCTTTTGTTATCCCTAAAATTATGGTAAAATAGGGTATTAGATTAACGATAGAATTGGGGTGTTTGCG
TGCGTTGTCCGAAATGTAACTATAATAAGTCAAGTGTTGTTGATAGTAGACAGGCAGAAGATGGCAATACGATTC
GTCGCCGCAGAGAATGCGAAAGCTGTCACACGCGCTTTACAACCTTTGAGCGCTTAGAAGAGCTTCCATTACTAG
TGATCAAAAAGGACGGGACTAGAGAGCAGTTTTCAAGAGATAAAATCTTAAATGGTGTTGTTCAAAGTGCCCAAA
AGCGTCCGGTGTCAAGTACTGACATTGAAAATCTCATTTCTCGCATTGAGCAGAAGGTTCGTACAGCCTATGAAA
ATGAGGTGTCAAGTACTGTTATTGGCAATCTGGTGATGGAGGAATTAGCAGAGCTTGATGAGATTACCTATGTTC
GTTTTGCTAGTGTCTATAAAAGCTTTAAGGATTTAGATCTCGAGGCCTCGGACTAGTGGCGTAATCATGGTCATA
GCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGCGGTGGGATCCTCTAGAGT
CTAGGGACCTCTTTAGCTCCTTGGAAGCTGTCAGTAGTATACCTAATAATTTATCTACATTCCCTTTAGTAACGT
GTAACTTTCCAAATTTACAAAAGCGACTCATAGAATTATTTCCTCCCGTTAAATAATAGATAACTATTAAAAATA
GACAATACTTGCTCATAAGTAACGGTACTTAAATTGTTTACTTTGGCGTGTTTCATTGCTTGATGAAACTGATTT
TTAGTAAACAGTTGACGATATTCTCGATTGACCCATTTTGAAACAAAGTACGTATATAGCTTCCAATATTTATCT
GGAACATCTGTGGTATGGCGGGTAAGTTTTATTAAGACACTGTTTACTTTTGGTTTAGGATGAAAGCATTCCGCT
GGCAGCTTAAGCAATTGCTGAATCGAGACTTGAGTGTGCAAGAGCAACCCTAGTGTTCGGTGAATATCCAAGGTA
CGCTTGTAGAATCCTTCTTCAACAATCAGATAGATGTCAGACGCATGGCTTTCAAAAACCACTTTTTTAATAATT
TGTGTGCTTAAATGGTAAGGAATACTCCCAACAATTTTATACCTCTGTTTGTTAGGGAATTGAAACTGTAGAATA
TCTTGGTGAATTAAAGTGACACGAGTATTCAGTTTTAATTTTTCTGACGATAAGTTGAATAGATGACTGTCTAAT
TCAATAGACGTTACCTGTTTACTTATTTTAGCCAGTTTCGTCGTTAAATGCCCTTTACCTGTTCCAATTTCGTAA
ACGGTATCGGTTTCTTTTAAATTCAATTGTTTTATTATTTGGTTGAGTACTTTTTCACTCGTTAAAAAGTTTTGA
GAATATTTTATATTTTTGTTCATGTAATCACTCCTTCTTAATTACAAATTTTTAGCATCTAATTTAACTTCAATT
CCTATTATACAAAATTTTAAGATACTGCACTATCAACACACTCTTAAGTTTGCTTCTAAGTCTTATTTCCATAAC
TTCTTTTACGTTTCCGCCATTCTTTGCTGTTTCGATTTTTATGATATGGTGCAAGTCAGCACGAACACGAACCGT
CTTATCTCCCATTATATCTTTTTTTGCACTGATTGGTGTATCATTTCGTTTTTCTTTTTGTGACTCTAGAGGATC
CTGATAAATATGAACATGATGAGTGATCGTTAAATTTATACTGCAATCGGATGCGATTATTGAATAAAAGATATG
AGAGATTTATCTAATTTCTTTTTTCTTGTAAAAAAAGAAAGTTCTTAAAGGTTTTATAGTTTTGGTCGTAGAGCA
CACGGTTTAACGACTTAATTACGAAGTAAATAAGTCTAGTGTGTTAGACTTTATGAAATCTATATACGTTTATAT
ATATTTATTATCCGATTTTTTATTAAAACGTCTCAAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCGTTTAGT
TATCGGCATAATCGTTAAAACAGGCGTTATCGTAGCGTAAAAGCCCTTGAGCGTAGCGTGGCTTTGCAGCGAAGA
TGTTGTCTGTTAGATTATGAAAGCCGATGACTGAATGAAATAATAAGCGCAGCGCCCTTCTATTTCGGTTGGAGG
AGGCTCAAGGGAGTATGAGGGAATGAAATTCCCTCATGGGTTTGATTTTAAAAATTGCTTGCAATTTTGCCGAGC
GGTAGCGCTGGAAAATTTTTGAAAAAAATTTGGAATTTGGAAAAAAATGGGGGGAAAGGAAGCGAATTTTGCTTC
CGTACTACGACCCCCCATTAAGTGCCGAGTGCCAATTTTTGTGCCAAAAACGCTCTATCCCAACTGGCTCAAGGG
TTTAAGGGGTTTTTCAATCGCCAACGAATCGCCAACGTTTTCGCCAACGTTTTTTATAAATCTATATTTAAGTAG
CTTTATTGTTGTTTTTATGATTACAAAGTGATACACTAACTTTATAAAATTATTTGATTGGAGTTTTTTAAATGG
TGATTTCAGAATCGAAAAAAAGAGTTATGATTTCTCTGACAAAAGAGCAAGATAAAAAATTAACAGATATGGCGA
AACAAAAAGGTTTTTCAAAATCTGCGGTTGCGGCGTTAGCTATAGAAGAATATGCAAGAAAGGAATCAGAACAAA
AAAAATAAGCGAAAGCTCGCGTTTTTAGAAGGATACGAGTTTTCGCTACTTGTTTTTGATAAGGTAATTATATC 
 
